Estudio del papel de las rho-quinasas en la respuesta inflamatoria inducida por el alcohol by Segovia Alonso, Pablo
UNIVERSIDAD DE SALAMANCA – FACULTAD DE MEDICINA 




















Estudio del papel de las rho-quinasas en la respuesta 































D. MIGUEL MARCOS MARTÍN. PROFESOR TITULAR DE 
MEDICINA. DEPARTAMENTO DE MEDICINA. 







 Que el trabajo titulado “Estudio del papel de las rho-
quinasas en la respuesta inflamatoria inducida por el alcohol” 
que presenta D. Pablo Segovia Alonso, ha sido realizado bajo su 
dirección en el Departamento de Medicina, y reúne, a su juicio, 
originalidad y contenido suficientes para que sea presentado ante 
el tribunal correspondiente y optar al Grado de Doctor por la 
Universidad de Salamanca. 
 
 Y para que conste, y a los efectos oportunos, expide el 

























Quiero expresar mi agradecimiento: 
 Al profesor Miguel Marcos Martín, director de este trabajo, pero sobre todo, 
ejemplo de cómo un buen médico no sólo es aquel que de Medicina sabe. Su amabilidad, 
comprensión y cercanía durante todos estos años, me han guiado en el mundo de la 
Medicina asistencial y posteriormente, en el campo de la investigación. No existen 
palabras para expresar el agradecimiento que le debo por todo su tiempo y apoyo en la 
realización de esta Tesis. Asimismo me gustaría mostrar mi agradecimiento al  profesor 
Francisco Javier Laso Guzmán, el cual no solo me inició en el mundo de la Patología 
Médica en mis inicios como estudiante de Medicina, sino que me ha apoyado en los años 
posteriores tanto en mi formación como Médico Internista así como en lo inicios de la 
realización de este trabajo. 
 A los pacientes y voluntarios que accedieron a participar en este trabajo de manera 
desinteresada. Gracias a ellos, este estudio ha sido posible. 
 A todos los compañeros de la Unidad de Medicina Molecular de la Facultad de 
Medicina, por su cálida acogida y colaboración.  
 A Marian Pérez y a Nieves Mateos, por su ayuda técnica y su infinita paciencia. 
 
         A la Dra. Almeida y al Dr. Bolaños, así como a sus grupos de investigación, por su 
ayuda y material aportado. 
 A mis amigos, por haber tolerado de manera estoica todas las horas de conversación 
sobre un tema, que a la mayoría les es ajeno. 
 A mis padres, por su cariño y apoyo incondicional, siempre, en los malos y buenos 
momentos. Gracias a ellos, el camino emprendido hace ya tantos años se ve realizado 
ahora. Nunca podré agradecer lo suficiente toda la ayuda, todos los sacrificios y toda su 
dedicación. Algún día espero ser capaz de devolverles todo lo que le me han dado en esta 
vida. Gracias, siempre. 
 
         Y por último, a Sara. Gracias por su amor, cariño y comprensión, los cuales han 




















El vino es una cosa maravillosamente apropiada para el hombre si, en tanto en la salud 
como en la enfermedad, se administra con tino y justa medida. Hipócrates de Cos (460 a. 
C.-370 a. C.) 
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EL CONSUMO DEL ALCOHOL EN LA HISTORIA 
 
El consumo de alcohol se ha realizado desde los albores de la Humanidad. Diferentes 
fuentes sugieren que la producción de bebidas mediante la fermentación del alcohol 
tuvo su origen en el Neolítico, nada menos que 10000 años antes de Cristo.1 Los 
humanos primitivos comenzaron a perfeccionar el arte de la fermentación utilizando 
para ello aquellas plantas que contenían tanto almidón como azúcar.2 Ya en el 
Antiguo Testamento, se hace referencia no sólo al cultivo de la vid para la obtención 
del vino, sino a su efecto embriagador en la figura de Noé, tras sobrevivir al Diluvio.3  
En la antigua Babilonia, se han llegado a encontrar tablas de arcilla con diferentes 
recetas de cerveza y una tablilla cuneiforme sumeria datada en el año 2100 antes de 
Cristo, la cual se conserva como el registro más antiguo de la elaboración de alcohol 
para uso medicinal.4 
 
Aunque los principios de la destilación ya eran conocidos por los antiguos griegos y 
romanos (incluso Hipócrates recomendaba el consumo de vino para disminuir la 
aflicción de ciertos males), fueron alquimistas árabes quienes alrededor del año 700 
después de Cristo, perfeccionaron el proceso para la destilación del alcohol, el cual 
usaban con propósitos medicinales diversos. Durante la Edad Media, diferentes 
sociedades europeas comenzaron a sintetizar distintos derivados del alcohol que 
variaban según su origen. Así, podemos encontrar referencias al “acqua di vita” en 
Italia, la “eau de vie” en Francia o, finalizando el siglo XV, el “uisce beatha”, el 
equivalente irlandés al “agua de vida” o “whiskey”. Tal era la importancia del mismo 
y su integración en la vida cotidiana que incluso el papa Gregorio IX en el siglo XIII 
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tuvo que decretar un edicto para anular los bautismos con cerveza que se llevaban a 
cabo en algunos países nórdicos como Noruega. Por otro lado, en los años de la Peste 
Negra (1347-1351), y sin cura conocida para la misma, el vino era usado en los 
afectados por esta enfermedad con el fin de aliviar el dolor e inducir vitalidad en los 
enfermos.5  
 
La palabra alcohol aparece en el siglo XVI, siendo una derivación de la palabra árabe  
“al-koh’l, si bien en este caso era referido a un polvo fino de antimonio, utilizado para 
adornar los párpados de las mujeres. Fue el alquimista alsaciano Hieronymus 
Brunschwig, quien, en el año 1500, describió el proceso de la destilación en su libro 
“Liber de arte distillandi”, el primer manual impreso sobre el proceso de destilación.6 
En pleno siglo XVIII, y con el objetivo de dotar a Inglaterra de una bebida nacional 
alternativa al brandy francés en una época de conflicto entre los dos países, la 
destilación de bebidas alcohólicas alcanzó su máximo esplendor en la figura de la 
ginebra. Su producción se incrementó rápidamente, llevando a la sociedad inglesa, 
especialmente en las grandes ciudades como Londres, a una epidemia virtual de 
embriaguez extrema entre la población obrera. Este periodo, conocido como el “gin 
craze”, fue el responsable de la creación de hasta cinco actas legislativas por el 
Parlamento británico con el objetivo de frenar y controlar su producción, distribución 
y consumo, debido al pánico de la clase gobernante ante un probable colapso de la 
sociedad.7 
 
Los efectos secundarios sobre la salud del alcoholismo empiezan a ser descritos en el 
siglo XIX, destacando el médico escocés Thomas Trotter,  pionero en la comprensión 
de los componentes físicos, sociales y mentales del alcoholismo. Trotter editó el que 
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sería el primer libro sobre el análisis de la embriaguez, asociándolo a un problema 
mental y, por tanto, englobándolo dentro del área médica.8 Otros estudios llevados a 
cabo durante el siglo XIX, establecieron las bases clínicas y patológicas del abuso del 
alcohol, descubriendo y explicando sus efectos dañinos sobre el organismo y, 
llegando a ser ahora en nuestra época actual, uno de los problemas de salud más 
importantes a nivel global. 
 
Los efectos deletéreos del consumo excesivo de alcohol y el conjunto de trastornos 
relacionados con el alcohol (TRA) son amplios, y comprenden cualquier enfermedad 
o problema social atribuible al consumo de bebidas alcohólicas. En su conjunto, el 
alcohol se asocia a más de 200 patologías, todas ellas con código CIE-10. Su efecto  
es global, afectando a diferentes órganos y sistemas.  Desde el punto de vista 
neurológico, encontramos patologías como la degeneración cerebelosa o la 
encefalopatía de Wernicke. También encontramos afectación digestiva (gastritis, 
pancreatitis) y hepática (desde la simple esteatosis hasta la cirrosis, pasando por la 
hepatitis alcohólica y la hepatitis crónica). Existe un componente cardiovascular como 
pueden ser las arritmias cardíacas (como el holiday heart syndrome, típico tras un 
consumo exagerado y agudo de alcohol, conocido como binge drinking o heavy 
episodic drinking [HED]) o la miocardiopatía dilatada. Diferentes tipos de cáncer se 
asocian además con el consumo de alcohol (cáncer de boca, laríngeo, esofágico, 
hepático, entre otros).  
 
Las consecuencias sociales y psiquiátricas del abuso del alcohol también se 
consideran dentro de los TRA. Destacan entre ellas, por su repercusión clínica, el 
síndrome de dependencia alcohólica, la psicosis alcohólica o el delirium tremens. El 
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abuso de alcohol también está ligado a situaciones de violencia de género o doméstica 
así como a trastornos de la conducta que pueden derivar en accidentes domésticos, 
laborales o de tráfico.9 En estos casos, el consumo de alcohol no es más que la punta 
del iceberg en situaciones  como el maltrato infantil o los accidentes de tráfico, en el 
que este consumo, es la base de este tipo de escenarios.10-11 
 
EPIDEMIOLOGÍA DEL CONSUMO DE ALCOHOL EN EL MUNDO  
 
El consumo excesivo de alcohol es la tercera causa de mortalidad en Estados Unidos 
con casi 88000 muertes al año. Los TRA suponen la pérdida de alrededor de 139 
millones de años de vida ajustados por discapacidad (AVAD) de manera global. Los 
costes asociados a los mismos suponen, solo en Estados Unidos, alrededor de 200 mil 
millones de dólares anuales. Estos no solo están relacionados con gastos sanitarios, 
sino que comprenden también los gastos relacionados con el deterioro de la 
productividad laboral así como costes relacionados con accidentes de tráfico, lesiones 
y gastos legales. Asimismo, un estudio reciente con más de 40000 participantes 
realizado en Estados Unidos, muestra un aumento preocupante en el uso del alcohol 
en la última década,  así como en el consumo considerado de alto riesgo y los TRA 
(de un 9% a un 13%). Este consumo de riesgo es especialmente relevante en mujeres, 
minorías raciales y mayores de 65 años, lo pone de relevancia un problema de salud 






El consumo de alcohol puro a nivel mundial se estima aproximadamente en 13,5 
gramos de alcohol puro al día por persona mayor de 15 años. Sin embargo, 
prácticamente un cuarto del consumo del alcohol no está registrado, por lo que esta 
cifra, puede ser aún mayor.13 Para describir las posibles situaciones de consumo de 
alcohol existen diferentes definiciones. El consumo de alcohol habitual suele 
utilizarse para aquellos sujetos que han consumido alcohol en los últimos 30 días. El 
binge drinking se refiere al consumo concentrado de cinco o más bebidas en un día en 
el último mes. Por último, el heavy episodic drinking (HED), se describe como la 
toma de cinco o más bebidas durante cinco días consecutivos en los últimos 30 días, 
sin que estas dos últimas categorías sean excluyentes entre ellas. 
A nivel mundial, el consumo de alcohol varía en función de las diferentes regiones. 
Sin embargo, puede establecerse un mayor consumo de alcohol entre los países 
desarrollados. Así tenemos a Europa y América como los territorios con mayor 
consumo de alcohol, seguidos por África y, en menor medida, los países del Sudeste 
Asiático y el Mediterráneo Este. El tipo de bebida alcohólica varía también en función 
del territorio. De manera global, aproximadamente el 50% del alcohol consumido se 
realiza en forma de bebidas espirituosas. Mientras que el segundo lugar lo ocupa la 
cerveza con el 34,8% y el vino (8%).  
Las diferencias culturales y sociales influyen en la edad de inicio del consumo de 
alcohol, así como el patrón de consumo. El Sudeste asiático y los países de la cuenca 
este del Mediterráneo son los que menor proporción de bebedores adolescentes y 
binge drinking reflejan. Sin embargo, los países europeos y americanos reflejan lo 
contrario. Los episodios de binge drinking y HED, son mucho más frecuentes y 
graves entre adolescentes menores de 15 años14-16 
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Figura 1. Consumo total de alcohol per capita en mayores de 15 años. Modificado de World Health 
Organization. Global Status Report on Alcohol and Health. World Health Organization; 2018.  
 
En el caso de Estados Unidos, encontramos alrededor de 140 millones de bebedores 
habituales de alcohol. El 43,6% de los bebedores corrientes, entran en la definición de 
binge drinkers, mientras que un 26,8% de los mismos, son a su vez, personas con 
HED.17 
 
Figura 2.  Consumo habitual, tipo binge y HED entre personas de 12 o más años en EEUU 
durante el año 2014. Modificado de Hedden SL et al.17  
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El consumo de alcohol en España  
Dentro de la denominación utilizada por la OMS para dividir el mundo en diferentes 
regiones y así estudiar el uso del alcohol en las mismas, España entra dentro de la 
región europea. Como país de la cuenca mediterránea, el consumo de alcohol va 
unido a su cultura y dieta de manera tradicional. Casi la mitad del alcohol consumido 
en España se debe a la cerveza, mientras que el otro cincuenta por ciento se divide 
prácticamente a partes iguales entre el vino y los licores espirituosos. 
Los datos de la OMS muestran que el consumo total de alcohol en España en 2016 se 
acerca a los 14,6 litros de etanol puro por habitante mayor de 15 años (más del doble 
estimado a nivel mundial). Esta cifra está por debajo de países vecinos como Portugal, 
Francia y Alemania (17,8, 16,7 y 16,9 litros respectivamente), pero por encima de 
otros como Italia (12 litros). El consumo de alcohol en varones casi triplica al de las 
mujeres en nuestro país, y hay el doble de mujeres que no consumen alcohol 
comparado con los varones. La prevalencia de personas que consumen más de 60 
gramos de alcohol al día en mayores de 15 años se estima en un cuarto (25,6%) de la 
población bebedora, en la línea de países como Portugal pero inferior a la cifra de 
países como Francia y Alemania, en los que un tercio de la población bebedora 
consume más de 60 gramos al día. Esto hace que España se coloque como un país con 
un patrón de consumo de alcohol de bajo riesgo, con un menor consumo respecto a 
los años previos y con unas proyecciones estimadas de descenso del consumo de litros 




La encuesta sobre alcohol y drogas en España (EDADES), con una muestra de 
alrededor de 21000 personas de edades comprendidas entre los 15 y 64 años en los 
años 2017 y 2018, refleja que la sustancia psicoactiva consumida en nuestro país de 
manera predominante es el alcohol. Éste ha sido probado en alguna ocasión por el 
91,2% de la muestra poblacional. Atrás quedan otras sustancias como el tabaco 
(69,7%) y el cannabis, en tercer lugar (35,2%). La edad de inicio del consumo de 
alcohol en España se encuentra en los 16 años, a la par que la edad de inicio del 
consumo del tabaco. Esto las convierte en las drogas de inicio más temprano entre la 
población española. Se aprecia una ligera menor prevalencia en el sexo femenino, 
pero esta diferencia se está viendo reducida con el paso de los años.  
La media nacional del consumo de alcohol en los últimos 30 días en España se sitúa 
en el 64,4%. Castilla y León se encuentra, junto con Castilla La Mancha, Cantabria y 
Extremadura, dentro de las Comunidades Autónomas con un consumo alrededor del 
2% por debajo de la media nacional. A su vez, Castilla y León presenta un porcentaje 
menor de binge drinking en el último mes (13,3% respecto al 15,5% de la media 
nacional). El número de ingresos hospitalarios para tratamiento por abuso o 
dependencia de alcohol se mantiene estable en los últimos 10 años, con cifras que 
varían entre los 26000 y 28000 pacientes al año. Casi un quinto de los pacientes con 
abuso o dependencia de alcohol, admite consumo de otra droga aparte del alcohol, 
destacando esta última sustancia en el 90% de los policonsumos. Además, el consumo 
de alcohol (sobre todo si es de tipo intensivo o binge drinking), se asocia con una 
mayor prevalencia de consumo de otras drogas. 
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Dentro de las urgencias hospitalarias relacionadas con el uso y consumo de sustancias 
psicoactivas, el alcohol ocupa el segundo puesto por detrás de la cocaína (44,9% y  
38,7% respectivamente). La edad media de esta parte de la población se encuentra en 
los 34,2 años y alrededor del 16% del total precisaron ingreso hospitalario. El alcohol 
supone la cuarta causa de muerte relacionada con la intoxicación aguda de sustancias 
psicoactivas detrás de los opioides, la cocaína y los hipnosedantes.19-20 
Como hemos descrito anteriormente, el consumo de alcohol es una de las sustancias 
psicoactivas con un inicio de consumo más temprano. Con el objetivo de conocer la 
situación y tendencias de los consumos de drogas entre la población estudiante de 
enseñanza secundaria (entre los 14 y 18 años), los patrones de consumo y los factores 
de riesgo, en España se ha desarrollado, a través del Plan Nacional sobre Drogas, el 
programa ESTUDES (Encuesta sobre Uso de Drogas en Estudiantes de Enseñanzas 
Secundarias). Con una muestra cercana a 38000 sujetos, el estudio apunta de nuevo al 
alcohol como la droga legal más consumida (casi el 75% de la población joven), con 
una prevalencia casi dos veces y media superior a los del consumo del tabaco. El uso 
del alcohol es ligeramente superior en los varones, si bien la diferencia con las 
mujeres parece reducirse cada vez más o incluso se invierte en algunos indicadores. 
Prueba de ello es que sólo en el año 2018, el perfil del sujeto consumidor de alcohol 
es predominante femenino con un 52,3%. Aproximadamente el 2 % de los menores 
consume alcohol de manera diaria siendo los combinados (durante los fines de 




El consumo de alcohol entre los jóvenes españoles de entre 14 y 18 años se mantiene 
estable desde el 2014, pero con un aumento en el consumo intensivo o binge drinking 
entre los 17 y 18 años. Alrededor del 50% de los estudiantes de entre 14 y 18 años 
admite haber realizado botellón en los últimos 12 meses, y un cuarto de ellos 
aproximadamente lo han hecho en el último mes. Datos parecidos se reflejan en la 
variable de las borracheras. Alrededor del 45% de los estudiantes reconocen haberse 
emborrachado en el último año, mientras que un cuarto se habría emborrachado en el 
último mes. Si bien aumenta la percepción de los jóvenes sobre el riesgo de consumo 
de alcohol, sobre todo en el sexo femenino, paradójicamente, el consumo de alcohol 
















DAÑO ORGÁNICO INDUCIDO POR CONSUMO DE ALCOHOL 
El alcohol es capaz de inducir daño en diferentes tejidos y órganos. Entre los 
mecanismos principales por los que se produce esta lesión se encuentran; el aumento 
en el estrés oxidativo, alteraciones de la metilación, alteraciones en la respuesta 
inmune, modificaciones postraduccionales de proteínas, así como la desregulación del 
metabolismo de los lípidos y vías de transducción de señales que finalmente afectan a 
la función y supervivencia celular. El hígado es el órgano diana para los efectos 
perjudiciales del alcohol, ya que este es metabolizado principalmente por las células 
hepáticas, las cuales expresan altos niveles de dos enzimas oxidantes del alcohol; la 
alcohol deshidrogenasa y la CYP2E1. Sin embargo, otros órganos, como el cerebro, el 
intestino, el páncreas, los pulmones y el sistema inmunitario también se ven afectados 
por el alcohol. El alcohol también puede servir como un factor facilitador para la 
progresión de infecciones virales, enfermedades autoinmunes y cáncer.23-24 
A continuación, revisaremos en detalle la patogenia de la enfermedad hepática 
alcohólica como expresión y paradigma del daño hepático en diferentes órganos.  
Patogenia de la enfermedad hepática alcohólica 
La enfermedad hepática alcohólica (EHA) comprende un amplio espectro de 
patologías con daño hepático que van desde la simple esteatosis hasta la cirrosis 
hepática. Además, es bastante común encontrar en los pacientes con EHA otras 
comorbilidades que afectan también al hígado de manera preferente, como pueden ser 
las hepatitis virales o la esteatohepatitis no alcohólica.25 
El consumo de alcohol se relaciona directamente con la aparición de EHA y cirrosis 
hepática. Sin embargo, es difícil establecer una dosis fija de consumo de alcohol o 
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límite a partir del cual, el consumo de alcohol conlleva enfermedad hepática. Como 
hemos comentado, son muchos los factores que influyen en el desarrollo de EHA 
(edad, sexo, patrón de consumo, etnia…). Un metanálisis, con revisión de hasta 17 
diferentes estudios solo pudo encontrar indicios de los límites necesarios en el 
consumo de alcohol a partir del cual, podría ponerse en marcha el mecanismo de 
lesión hepatocelular. Sin embargo, sí que pudo concluir el mayor impacto del 
consumo de alcohol en la mortalidad y la morbilidad así como un mayor riesgo de 
desarrollar cirrosis hepática en mujeres que en hombres, ante una ingesta de alcohol 
similar.26-27 
La EHA se suele clasificar a menudo en función de sus diferentes fases de evolución: 
esteatosis hepática, esteatohepatitis alcohólica, fibrosis, cirrosis hepática y carcinoma 
hepatocelular. La esteatosis hepática se desarrolla en alrededor del 90% de los 
pacientes con un consumo de alcohol superior a los 60 gramos de alcohol al día. Esta 
patología habitualmente cursa de manera asintomática y puede ser reversible con la 
abstención del consumo de alcohol durante un periodo relativamente corto de tiempo. 
El desarrollo y evolución a la esteatohepatitis alcohólica no está bien aclarado. 
Diferentes series señalan que sólo un pequeño porcentaje de pacientes con esteatosis 
desarrollarán esteatohepatitis y que entre un 10 y un 20% de éstos terminarán 
desarrollando cirrosis. La evolución de la EHA hacia sus fases avanzadas no está 
completamente definida, si bien parecen existir una serie de factores genéticos y no 
genéticos, en el que la continuación del consumo de alcohol parece ser 
determinante.28-29 Como veremos a continuación, el daño celular, la inflamación y el 
estrés oxidativo, son factores que contribuyen al daño hepático inducido por el 
alcohol.  
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Efecto tóxico directo del etanol 
Al ingerir una bebida alcohólica, el alcohol que contiene la misma se absorbe en el 
estómago e intestino delgado. Si bien una pequeña porción del mismo se absorbe a 
través de la mucosa del primero, la mayor parte pasa al torrente sanguíneo a través de 
las paredes del segundo. Debido a su bajo peso molecular, no requiere un proceso de 
digestión y es absorbido directamente, alcanzando su concentración máxima en 
sangre entre los 30 y 90 minutos tras su ingesta. Su metabolización tiene lugar 
principalmente en el hígado, eliminándose aproximadamente un 10% del alcohol 
ingerido sin transformación directamente a través del aire espirado, el sudor y la 
orina. Diferentes factores influyen  en la absorción y el metabolismo del alcohol 
(género, edad, etnia, peso corporal…). Como hemos comentado previamente, su 
principal metabolización se realiza en el hígado. La principal vía metabólica consiste 
en la oxidación del etanol en acetaldehído en el citosol del hepatocito. Este proceso se 
realiza gracias a la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), utilizando 
como cofactor a la nicotinamida adenina dinucleótido (NAD). La ADH se encuentra 
en su mayor parte en el tracto gastrointestinal y el hígado. Existen otras dos vías 
encargadas de la oxidación del etanol: las catalasas, cuyos niveles en el hígado son 
muy pequeños, y la oxidación a través del sistema oxidativo microsomal del retículo 
endoplásmico basada en el citocromo P450 y, más concretamente, en el CYP2E1. En 
condiciones normales, entre las dos apenas aportan el 10% de este proceso. Sin 
embargo, la CYP2E1 en particular, es “inducible por sustrato”, por lo que su actividad 
aumenta de manera exponencial con el consumo crónico de alcohol. La CYP2E1 se 
expresa en mayor cantidad en la zona perivenosa del hepatocito lo que vendría a 
explicar por qué la lesión hepática inducida por el alcohol es más frecuente en la zona 
centrilobular.30-31 
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El producto final de todas estas vías de metabolización es, por tanto, el acetaldehído, 
el cual es transformado en acetato a través de la aldehído deshidrogenasa (ALDH) 
localizada en el citoplasma y en las mitocondrias de las células hepáticas 
fundamentalmente. Esta reacción está catalizada por el sistema NAD+/NADH, 
provocando un desequilibrio resultante en una acumulación de NADH,32 el consumo 
de oxígeno necesario para llevar a cabo este proceso y la generación de radicales 
libres de oxígeno (RLO). El efecto tóxico directo del acetaldehído es uno de los 
responsables de la alteración en la permeabilidad gastrointestinal inducida por el 
etanol, lo cual conlleva un aumento de la concentración de endotoxina bacteriana 
(lipopolisacárido [LPS] de la pared celular de las bacterias gramnegativas) que accede 
a la circulación portal. Este aumento de concentración en los niveles plasmáticos de 
lipopolisacárido, activa a través del receptor 4 de tipo Toll (TLR4, Toll-like receptor 
4), a las células del sistema monocito-macrófago (que incluye a las células de Kupffer 
hepáticas, los monocitos de sangre periférica y, posiblemente, la astroglía cerebral), 
induciendo, como veremos más adelante, la secreción de citoquinas proinflamatorias.  
 
Por último, dado que todo este complejo enzimático referido anteriormente (ADH; 
ALDH y CYP2E1) se encuentra en el hígado, la mayor parte del efecto tóxico directo 
















Figura 3. Mecanismos directos e indirectos de la lesión hepática inducida por alcohol.  El 
metabolismo del alcohol produce la acumulación del metabolismo tóxico acetaldehído. Por otro lado, 
la alteración del NAD+/NADH produce una alteración del metabolismo celular, resultante en un 
aumento del consumo de oxígeno y de los radicales libres de oxígeno. ADH: Alcohol deshidrogenasa. 
ADLH: Aldehído deshidrogenasa. CYP2E1: Citocromo P450. NAD+: Nicotamina adenina 
dinucleótido. RLO: Radicales libres de oxígeno. 
 
Alteración del metabolismo celular e inducción del estrés oxidativo 
Como hemos comentado, el metabolismo del etanol provoca una alteración del 
equilibrio NAD+/NADH, con la consiguiente acumulación de este último. A su vez, 
conlleva un aumento del consumo de oxígeno, alterando el metabolismo energético 
celular y la capacidad de producir ATP así como provocando el aumento en las 
concentraciones de los RLO y de especies de oxígeno reactivo (EOR, o ROS por 
reactive oxygen species).33 Estos radicales se unen al etanol o a átomos de hierro 
formando metabolitos como radicales hidroxilos (OH) u óxido ferroso (FeO), los 
cuales son responsables de la peroxidación liposomal de las membranas celulares. Las 
mitocondrias, el retículo endosplasmático (a través del CYP2E1) y las células de 
Kupffer (gracias a la NADPH oxidasa), son las principales fuentes de ROS. La 
importancia de esta última parte radica en que durante la lesión hepática inducida por 
el alcohol, el hierro está implicado en el estrés oxidativo, promoviendo la fibrosis a 
través de la catalización de la formación de ROS.  Por otro lado, existen mecanismos 
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protectores frente a este estrés oxidativo. Uno de los más estudiados es la 
hemoxigenasa-1 (OH-1), la cual bloquea la actividad de la CYP2E1 reduciendo la 
generación de ROS.34 El efecto citotóxico del metabolismo del alcohol provoca la 
muerte celular mediante mecanismos de apoptosis y necrosis. Existe evidencia de la 
existencia de patrones moleculares asociados al daño (DAMP, en su abreviatura del 
inglés damage-associated molecular pattern), que se liberan tras la muerte celular, 
provocando la activación de neutrófilos y macrófagos, la fibrogénesis y la 
regeneración hepática. Por último, el factor 3 regulador del interferón (IRF-3), 
conecta el estrés oxidativo con la mitocondria, provocando la subsiguiente apoptosis 
del hepatocito a través de la activación de las caspasas pero también provocando 
inflamación hepática a través de las células mononucleadas estimuladas por las vías 
del interferón y el NF-κB.35 Estos mecanismos se describen en la figura 4. 
Figura 4. Efecto citotóxico del metabolismo del alcohol. Modificado de Louvet A, et al.31 ADH: 
Alcohol deshidrogenasa. ALDH: Aldehído deshidrogenasa. CYP2E1: Citocromo P450 2E1. ER: 
Retículo endoplasmático. GSH: Glutation reducido. HO-1: Hemoxigenasa-1. IRF3: Factor 3 regulador 
de interferón. LPS: Lipopolisacárido. MEOS: Sistema de oxidación microsomal del etanol. NAD: 
Nicotinamida adenina dinucleótido. ROS: Especies reactivas del oxígeno. TNFR1: Receptor del factor 
de necrosis tumoral 1.TLR-4: Receptor Toll-like 4. UPR: Respuesta a proteínas desplegadas. 
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Alteración del sistema inmune innato 
Dentro de la respuesta inmune innata, cabe destacar el papel de los neutrófilos, células 
dendríticas y células natural killer. Los neutrófilos son células que son rápidamente 
reclutados en las zonas de infección o lesión. Una vez activados, pueden fagocitar 
patógenos, secretan diferentes citoquinas inflamatorias y forman las llamadas trampas 
extracelulares de neutrófilos36-37 (NETs, derivada de su acrónimo en inglés, 
neutrophil extracellular traps).  
Las células dendríticas también forman parte de la inmunidad innata fagocitando 
patógenos así como la producción de interferón tipo I en respuesta a infecciones 
virales. Sin embargo, su función principal es la de presentar antígenos a las células T 
de los ganglios linfáticos. El consumo crónico de alcohol origina un descenso en las 
células dendríticas circulantes así como alteraciones en su diferenciación. Sin 
embargo, otros estudios no muestran una disminución en la producción de las 
citoquinas proinflamatorias respecto a los controles mientras que otros incluso 
encuentran un aumento de las mismas.38-39 
Por último, las células natural killer (NK) juegan un papel fundamental en el 
reconocimiento y eliminación de células infectadas o alteradas. La ingesta continuada 
de alcohol, provoca una disminución de la producción de granzimas y perforinas, así 
como de su citotoxicidad y de la inmmunovigilancia frente al cáncer.40-41 
 
Hepatopatía alcohólica, disbiosis y sistema inmune 
Como hemos comentado anteriormente, el principal componente de la enfermedad 
hepática alcohólica (EHA) es la inflamación. La translocación bacteriana juega un 
papel importante en este último punto, probablemente debido a que el alcohol parece 
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provocar una alteración de la barrera intestinal que, combinada con un aumento de la 
permeabilidad microvascular, provocan un aumento de los niveles sanguíneos de 
lipopolisacárido (LPS) y ADN bacteriano.42-44 El LPS es una endotoxina que al unirse 
a los receptores s Toll-like (TLR4, es capaz de provocar inflamación debido a la 
activación del sistema de citoquinas proinflamatorias a través de la vía del factor 
nuclear kappa B (NF-κB), habiéndose demostrado que la gravedad de la lesión 
hepática se correlaciona de manera lineal con su concentración en sangre.45-47 Tras la 
unión del LPS a los receptores TLR4, se produce la activación de las células de 
Kupffer, en la cual están implicadas tanto el NF-κB como proteínas quinasas 
activadas por mitógenos. Una vez activadas, las células de Kupffer secretan ROS, 
quimioquinas IL-8 y CCL2, (también conocidas como “citoquinas quimiotácticas”). 
Son proteínas de tamaño pequeño y bajo peso molecular (8 a 14 kDa) pertenecientes a 
la familia de las citoquinas. Se llaman de este modo debido a que inicialmente fueron 
identificadas por su capacidad de activar, atraer y dirigir diversas familias de 
leucocitos circulantes hacia los sitios dañados, así como citoquinas proinflamatorias 
tales como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), IL-1 e IL-6.  Sin embargo, la 
activación de las células de Kupffer no solo tiene un efecto deletéreo, pues éstas 
pueden adoptar un fenotipo antiinflamatorio a través de la liberación de IL-10.48 
El alcohol provoca diferentes alteraciones en el sistema inmune, y si bien se ha 
asociado de manera clásica con un estado de inmunodeficiencia49, como podemos 
observar, su consumo se asocia a una activación del sistema inmune que conlleva al 




Como se ha mencionado previamente, la activación de las células de Kupffer son un 
elemento clave en la lesión hepática inducida por el consumo de alcohol, 
condicionando su activación la secreción de citoquinas proinflamatorias tales como la 
IL-1, IL-6, TNF-, así como de quimioquinas como la IL-8. La secreción del TNF- 
se lleva a cabo a través de la activación por el NK-κB, el cual se sintetiza como 
respuesta al LPS, al exceso de RLO y a la acumulación de acetaldehído procedentes 
del metabolismo del etanol en la célula de Kupffer y en los hepatocitos cercanos, 
como se muestra en la figura 5. 
El TNF- se sintetiza principalmente por monocitos y macrófagos activados. En el 
hígado, sólo las células de Kupffer son capaces de producirlo y sus niveles se han 
relacionado de manera directa con la hepatopatía alcohólica desde el momento que 
produce lesión y muerte celular.54-56 Además, la inflamación hepática se ve 
perpetuada por la muerte de los hepatocitos ya que la fagocitosis de los restos 
celulares por parte de las células de Kupffer, promueve de nuevo la síntesis del NF-
B, actuando de retroalimentación positiva y con la consiguiente nueva liberación de 
mediadores de la inflamación. Tanto la presencia del etanol como el TNF- activan el 
NF-B. Sin embargo, otros factores hepatotóxicos (como la sobrecarga férrica o la 
disbiosis que provocan el consumo crónico de alcohol) también colaboran en la 
síntesis del NF-B hepatocitario. Destacar que el NF-B no es un factor de 
transcripción que codifique solamente al propio TNF- así como otras citoquinas 
inflamatorias, sino que también está implicado en la codificación de ciertos 
inhibidores de la apoptosis, como las proteínas IAP y Bcl-XL, las cuales ejercerían 
por tanto, un efecto citoprotector. Por lo tanto, la muerte y destrucción celular, se 
verían condicionadas por el equilibrio entre diferentes mecanismos que promueven o 
30  
frenan la muerte celular, en el cual, el etanol parece romper el equilibrio a favor del 
primero. 
 
Figura 5. Mecanismos de muerte celular e inflamación hepática. El lipopolisacárido (LPS) provoca 
la síntesis de TNF-α a través de la activación del NF-κB, actuando sobre los hepatocitos sensibilizados 
por el acúmulo de radicales libres de oxígeno (RLO) y acetaldehído derivado del metabolismo del 
etanol. Todo ello induce la síntesis de citoquinas proinflamatorias. El TNF- secretado provoca lesión 
y muerte celular (necrosis y apoptosis) La secreción de citoquinas proinflamatorias, la fagocitosis de 
los restos hepatocitarios así como el efecto de los RLO y el acetaldehído, inducen la inflamación 




Como podemos observar, la hepatopatía alcohólica tiene su origen en una activación 
inflamatoria llevada a cabo mayoritariamente por las células de Kupffer. Esta 
activación, junto con el metabolismo del alcohol en los hepatocitos, genera una 
cascada inflamatoria que no sólo conlleva a la necrosis y apoptosis de los hepatocitos 
con la consecuente lesión hepática, sino que, perpetúa esta inflamación debido a la 
acumulación de los productos resultantes del metabolismo del alcohol y la fagocitosis 
de los restos hepatocitarios. Por otro lado, comprobamos que el consumo crónico de 
alcohol supone una alteración en la respuesta inmune innata llevada a cabo por 
neutrófilos, células dendríticas y células NK. Este equilibrio en la respuesta 
inflamatoria, se ve alterado por el consumo de alcohol, provocando un estado de 
activación inflamatoria que, ante un estímulo externo en forma de infección, puede 
que responda con una disminución en la producción de citoquinas así como de la 
capacidad fagocítica y bactericida. 
En cualquier caso, la escasa evidencia disponible parece indicar que existe una 
alteración paradójica de la respuesta inmune; inicialmente con activación pro-
inflamatoria, que se vería perpetuada por los mecanismos previamente descritos, pero 
además con una de una fase inmunosupresora, la cual parece suceder de manera 
subclínica, pero que puede ser relevante ante una infección o daño tisular.53,58 
Alteración del sistema inmune adquirido 
Como ya hemos comentado previamente, las células que componen el sistema inmune 
innato tienen, entre otras funciones, la liberación de citoquinas pro-inflamatorias. 
Además de ello, las células dendríticas y los macrófagos añaden como función la 
presentación de antígenos a las células del sistema inmune específico. Estas células 
incluyen a los linfocitos B, linfocitos T y las células T natural killer (las cuales 
32  
comparten propiedades con las células NK del sistema inmune innato y los linfocitos 
T del sistema inmune adquirido). El papel del sistema inmune adquirido en la EHA ha 
sido ampliamente estudiado, destacando el papel de los linfocitos T en su patogenia y 
desarrollo.59-62 Los linfocitos T pueden diferenciarse en linfocitos T helper o 
colaboradores (también conocidos como CD4+), linfocitos T citotóxicos o CD8+, 
linfocitos Th 17 y linfocitos T reguladores.  
Los linfocitos Th 17 son un subtipo de linfocitos T colaboradores encargados de 
producir IL-17 además de servir como los principales defensores de las barreras 
epiteliales y mucosas. Los linfocitos T reguladores, son los encargados de suprimir la 
posible respuesta inmune frente ante autoantígenos, así como de controlar y limitar la 
respuesta inmune.  
En función del tipo de citoquinas que produzcan, los linfocitos T CD4+ o 
colaboradores, se diferencian en células Th1 o Th2. La función de las células Th1 
consiste en iniciar la respuesta inmune específica con las activación de macrófagos y 
células T citotóxicas. Las células Th2, se encargan de iniciar una respuesta humoral 
para responder contra patógenos extracelulares mediada por diferentes proteínas como 
las inmunoglobulinas, producidas por las células B. Además, pueden secretar 
diferentes interleucinas, algunas de las cuales tienen un efecto antiinflamatorio. 
El consumo crónico de alcohol parece favorecer un patrón de secreción de citoquinas 
por parte de los linfocitos Th1 (como la IL-2 o el INF-). Éste probablemente se 
encuentre inducido por un aumento de la IL- 12, la cual es secretada a su vez por las 
células de Kupffer, estimulada por el lipopolisacárido. Este aumento de citoquinas de 
patrón Th1 junto con la IL-12, favorece la activación y proliferación de los linfocitos 
T citotóxicos, los cuales son inductores de la apoptosis celular y la necrosis 
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hepatocitaria, así como perpetuadores del estado inflamatorio. El etanol también 
colabora en la activación y función final de los linfocitos T citotóxicos63-65. Incluso se 
ha demostrado que su efecto directo puede conducir a la formación de clones 
autorreactivos de linfocitos T citotóxicos sobre las células hepáticas.66-67 La 
activación de estos linfocitos se realizaría por dos vías: directa e indirecta. Por un 
lado, el etanol promueve la expresión directa de moléculas del sistema HLA. Por otro, 
la acción inmunógena del lipopolisacárido así como de los productos derivados del 
metabolismo del alcohol, los cuales actuarían a modo de antígenos, así como la 
expresión con las moléculas HLA de clase I atraerían a los linfocitos citotóxicos, 
provocando la consiguiente muerte celular por apoptosis. 
Este equilibrio entre linfocitos Th1 y Th2, así como su patrón de citoquinas, viene 
determinado por el consumo crónico de alcohol. Como se ha explicado anteriormente, 
este consumo crónico es capaz de inclinar la balanza hacia un patrón de Th1, el cual 
favorece el aumento de los linfocitos T citotóxicos circulantes y activados, con la 
consecuente lesión hepática y perpetuación de la inflamación. A su vez, es capaz de 
mantener niveles elevados de Th 17 respecto a controles sanos en diferentes estudios, 
así como de interferir de manera negativa en la actuación de los linfocitos T 
reguladores.68 
Por último, la respuesta inmune adquirida también es llevada a cabo a través de los 
linfocitos B y las células dendríticas. Los linfocitos B se caracterizan por la 
producción de inmunoglobulinas. A diferencia de los linfocitos T, sólo necesitan 
reconocer los antígenos propios, ya que no dependen de la interacción directa con los 
complejos de histocompatibilidad HLA. El paso del linfocito B maduro a célula 
plasmática supone el paso final para la producción de inmunoglobulinas. Además del 
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resto de efectos sobre el sistema inmune, el consumo crónico de alcohol es capaz de 
producir una disminución del número de linfocitos B circulantes así como de su 
capacidad presentadora de antígenos, disminuir el número total de células plasmáticas 
y disminuir la producción de inmunoglobulinas (salvo de inmunoglobulina A), 
alterando la respuesta inmune mediadas por células dependientes de anticuerpos. 
 
Daño inducido por alcohol en el sistema nervioso central  
El abuso de alcohol puede provocar alteraciones en la función y morfología de las 
neuronas, así como un descenso de la masa neuronal total en diferentes lugares del 
cerebro.69 El consumo agudo de alcohol o los episodios de binge drinking, han 
demostrado que producen no solo una alteración de la estructura neuronal sino que 
contribuyen al proceso de neurodegeneración. Si bien los mecanismos que producen 
este hecho no se conocen con certeza, se cree que el edema cerebral y la inflamación 
glial son parte fundamental de este proceso.70-71 
 
La inflamación o tumefacción glial así como la astrogliosis o astrocitosis reactiva 
(aumento anormal en el número de astrocitos debido a la destrucción de las neuronas 
próximas por diferentes causas [infección, trauma, isquemia…]),  es la respuesta 
habitual de los astrocitos a la inflamación o trauma. Los astrocitos son los encargados 
de mantener la homeostasis iónica, regular el metabolismo energético y la trasmisión 
sináptica. Sin embargo, también funcionan como células del sistema inmune, 
actuando como mediadores de la respuesta inmunitaria innata en el sistema nervioso 
central (SNC). La estimulación de los astrocitos por parte del alcohol provoca, al 
igual que en las células hepáticas, un aumento de los radicales libres, citoquinas y 
otros mediadores de la inflamación como la cicloxigenasa 2 (COX-2) o la óxido 
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nítrico sintasa inducible (iNOS, del inglés, inducible nitric oxide synthase). Ambos 
mediadores se encuentran regulados por el factor nuclear kappa B (NF-κB) y, en el 
caso del SNC, están implicados en diferentes procesos neurodegenerativos.72-73  
Blanco et al,74 consiguieron demostrar en modelos murinos cómo tratamientos de 
muestras de astrocitos con etanol provocaban un aumento del NF-κB ya desde el 
minuto 30 de la intoxicación, condicionando a su vez un aumento tanto de la COX-2 
como de la iNOS. A su vez, demostraron que el bloqueo del NF-κB, suponía un 
descenso de los niveles de ambas citoquinas, por lo que ha sido uno de los primeros 
trabajos en demostrar el papel del NF-κB en la neurodegeneración ligada al consumo 
excesivo de alcohol. Trabajos posteriores señalan que la intoxicación de astrocitos 
con etanol a concentraciones de 100 mM durante 24 horas, provocaban una reducción 
de la viabilidad celular, una modificación de las señales inflamatorias implicadas en la 
neuroinflamación así como la elevación significativa de los niveles máximos tanto de 
NF-κB como de COX-2 e iNOS.75-76  Por otro lado, tanto en modelos murinos como 
humanos, se ha observado un aumento de la densidad de astrocitos y la normalización 
de dicho estado proinflamatorio posteriores a un periodo de abstinencia de alcohol (en 












LAS RHO-QUINASAS Y SU PAPEL EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
 
Las proteínas ROCK (del inglés rho-associated coiled-coil containing kinases) o rho-
quinasas, son unas proteínas efectoras de la familia Rho GTPasas, pertenecientes a su 
vez a la familia ACG de las serina/treonina quinasas. El grupo de las serina/treonina 
quinasas incluye más de 60 proteínas quinasas en el genoma humano, clasificadas en 
14 familias. Dentro de esta familia, las rho-quinasas se han descrito como proteínas 
que juegan un papel central en la organización del citoesqueleto de actina de las 
células, participando en acciones tales como la contracción celular, apoptosis y 
proliferación de las mismas.79 Sin embargo, su estudio posterior ha hecho que el 
interés en las mismas vaya aumentando al demostrarse, como veremos más adelante, 
su papel en enfermedades cardiovasculares y autoinmunes, así como su intervención 
en diferentes pasos ligados a la inflamación.80-85 
 
En humanos, se identifican dos isoformas, la ROCK1 y la ROCK2. Ambas contienen 
33 exones y se encuentran localizadas en los cromosomas 18 y 2 respectivamente. 
Una y otra isoformas son muy parecidas, compartiendo el 65% de su secuencia de 
aminoácidos y aproximadamente el 92% en su dominios quinasas. ROCK1 parece 
expresarse de manera más abundante en las células del sistema inmune, mientras que 
ROCK2, se expresa en mayor medida en el músculo cardíaco y vascular.  
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Figura 6. Dominios funcionales de las proteínas humanas ROCK1 (NP_005397.1) y ROCK2 
(NP_005397.1). Modificado de Julian L, et al.86 CRD: C-terminal cysteine rich domain. PH: dominio 
de homología a pleckstrina. RBD: ROCK binding domain. 
 
El dominio ROCK se localiza en la región N-terminal, seguida de una hélice de unos 
600 aminoácidos aproximadamente. Dentro de ella existe un dominio con homología 
a la pleckstrina (PH) y una zona RBD (del ingles rho binding domain), que constituye 
la zona de unión exclusiva de la molécula guanosín trifosfato (GTP) a las rho-
quinasas, la cual produce su activación. 
 
La activación de las rho-quinasas puede realizarse de dos maneras, dependiente o 
independiente de las propias rho-quinasas. La activación convencional consiste en la 
activación rho-quinasa dependiente mediante un estímulo externo. El extremo 
carboxi-terminal de la ROCK, actúa como una región autoinhibitoria del extremo 
amino-terminal, conformando una estructura proteica plegada sobre sí misma. La 
deleción del extremo carboxi-terminal, supone la activación de la proteína. Como en 
otras GTPasas de la familia de las Rho, RhoA se activa gracias a la proteína RhoGEF 
38  
(la cual consiste en un dominio estructural de factores de intercambio de nucleótidos 
de guanina). Este complejo activado, se une con el dominio RBD de la ROCK, induce 
un cambio conformacional desplegando la proteína y separa ambos extremos 
terminales, por lo que se interrumpe la inhibición de este extremo carboxi-terminal 
sobre el dominio quinasa. 
  
Figura 7. Modos de activación de las rho-quinasas. En su modo inactivo, la rho-quinasa forma un 
bucle sobre sí misma, de modo que el extremo carboxi-terminal actúa de inhibidor. La unión de la 
GTP, provoca un cambio conformacional que supone la activación de la proteína. En el contexto de la 
apoptosis, estas proteínas se activan de manera independiente a la propia rho-quinasa gracias a las 
caspasas y la granzima B, las cuales provocan una escisión de extremo carboxi-terminal inhibidor. 
Modificado  de Shimizu T, et al.80 CRD: C-terminal cysteine rich domain. GDP: Guanosín bifosfato. 
GTP: Guanosín trifosfato:  RBD: ROCK binding domain. RhoGEF: Factor intercambiador de la Rho 
guanina nucleotido. RhoGAP: Proteína activadora de la Rho GTPasa. 
 
Sin embargo, en el contexto de la apoptosis, las rho-quinasas pueden activarse 
mediante la acción de caspasas en el caso de las ROCK1, provocando la escisión del 
extremo carboxi-terminal inhibidor o bien mediante la granzima B en el caso de la 
ROCK2, lo que conlleva a su vez una activación de las caspasas así como de la 
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ROCK1. Destacar que la función principal de la granzima B consiste en inducir la 
muerte celular para eliminar las células infectadas con virus y células tumorales.  
Aunque las proteínas Rho activan de manera habitual a las ROCK, existen otras 
proteínas ligandos de GTP que han demostrado regular de manera negativa la 
activación de estas proteínas. Así, moléculas como la Rad1 o la Coronina1B se 
unirían al dominio PH de las ROCK, atenuando su activación.87-88 
 
La distribución de las ROCK es ubicua en todas las células del organismos. Como 
hemos comentado previamente, la isoforma ROCK1 parece expresarse con mayor 
fuerza en las células del sistema inmune mientras que la ROCK2 lo hace en las 
células del músculo cardíaco y vascular. Sus funciones descritas por primera vez, 
hacían mayor hincapié en clasificarlas como proteínas estructurales, con un papel 
importante en la conformación del citoesqueleto de actina-miosina, a través del cual 
actuarían en diferentes eventos morfológicos durante la fase de la apoptosis celular.89 
 
Sin embargo, estudios posteriores comenzaron a descubrir que la actividad de las rho-
quinasas está implicada en múltiples procesos fisiológicos y, por tanto, en la 
fisiopatología de diversas enfermedades. Curiosamente, este conocimiento ha ido 
unido a la posibilidad de inhibición de estas moléculas, por lo que los ensayos con 
inhibidores farmacológicos de las ROCK han sido de gran utilidad para el 
conocimiento de las vías moleculares intrínsecas en las que estás implicadas las rho-
quinasas.90-92 El fasudil,93 es la única molécula inhibidora de las ROCK aprobada para 
uso humano. Este fármaco es un inhibidor no selectivo de las dos isoformas de las 
rho-quinasas (debido a la alta similitud entre ambas), cuyos primeros usos en 
humanos se realizaron en Japón, en el tratamiento del vasoespasmo asociado tras una 
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hemorragia subaracnoidea.94 Desde entonces, el uso de inhibidores de las ROCK ha 
contribuido de manera significativa al conocimiento de la biología de las rho-
quinasas.  
A partir de aquí, los primeros estudios se centraron en el rol de estas proteínas en la 
patología cardiovascular, más concretamente, en el remodelado y fibrosis cardíaca.80, 
95-96. Asimismo, las proteínas ROCK también intervienen en otros procesos como el 
vasoespasmo, ya comentado anteriormente, la arterioesclerosis y la hipertensión.97-98 
Por otro lado, también hay estudios que han demostrado el papel de las rho-quinasas 
en el metabolismo de los hidratos de carbono, disminuyendo la resistencia a la 
insulina con su inhibición99; así como otros muestran su implicación en las 
enfermedades autoinmunes100 o su posible papel en el cáncer como oncogén.101-102 
 
Las rho-quinasas y la respuesta inflamatoria ligada al NF-κB 
Este papel pleiotrópico de las rho-quinasas ha permitido plantear también su 
asociación con la activación de la inflamación y fibrosis a través de la vía del NF-B.  
Como se ha comentado previamente, el NF-B es una pieza clave de la respuesta 
inflamatoria, considerándose como el principal mediador en múltiples patologías 
relacionadas con la inflamación. En el caso de la hepatopatía alcohólica, tanto la 
presencia del etanol como el TNF- (sintetizado principalmente por monocitos y 
macrófagos activados y, en el caso del hígado, por las células de Kupffer), activan el 
NF-B. Además, como se ha explicado anteriormente, la apoptosis de los hepatocitos 
y la posterior fagocitosis de los restos celulares por las células de Kupffer, promueve 




La activación del NF-B se inicia ante la presencia de citoquinas proinflamatorias 
(TNF-, IL-1β), los TLR o el lipopolisacárido, así como otros estímulos. Esta vía, 
depende a su vez de la activación del IKKβ. El IKKβ es una quinasa de la familia 
IKK [(del inglés, inhibitor of NF-B kinase (IB)], la cual se encarga de fosforilar 
inhibidores del NF-B, lo que conlleva a su disociación del NF-B, permitiendo que 
este último se trasloque al núcleo para estimular la transcripción de genes 
proinflamatorios. 
 
La activación del NF-κB mediante las ROCK se realiza a través de dos mecanismos: 
la fosforilación del inhibidor de NF-κB (IκBα/NFKBIA), y la fosforilación de la 
RelA/p65 NF-κB.103-105 
El estímulo inflamatorio activa diferentes señales de transducción las cuales inducen 
la activación del complejo IKK. Esto resulta en la fosforilación de las proteínas IB y 
su posterior degradación por proteosomas. De esta manera, los dímeros de NF-B se 
traslocan al núcleo celular para luego activar la transcripción de genes inflamatorios. 
La activación de las Rho quinasas (vía dependiente o independiente de las Rho), 
participan en esta activación del NF-B a través de la fosforilación del inhibidor de 












Figura 8. Señalización celular en la activación del NF-B (Modelo simplificado). El estímulo 
inflamatorio activa diferentes señales de transducción que activan el complejo IKK, lo que conlleva 
finalmente a la traslocación de los dímeros de NF-B al núcleo celular. Adaptado de Alberts B, et al.106 
IKK: Inhibidor de la NF-κB quinasa. RhoGEF: Factor intercambiador de la Rho guanina nucleotido. 
RhoGAP: Proteína activadora de la Rho GTPasa. 
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Las rho-quinasas y la respuesta inflamatoria inducida por el alcohol 
Como se ha descrito previamente, existen datos para creer que las rho-quinasas se 
encuentran implicadas en la activación del proceso inflamatorio a través de la vía del 
NF-κB, y, en el caso del hígado, la inflamación, daño y posterior fibrosis hepática. 
Por otro lado, entre las funciones de estas proteínas se encuentra la organización del 
citoesqueleto de actina de las células, participando en la diferentes actividades como 
la contracción celular o la apoptosis. En el caso del sistema nervioso central, y más 
concretamente en los astrocitos, puede darse una forma de apoptosis denominada 
anoikis, la cual se produce por la pérdida de la matriz extracelular. El alcohol es un 
tóxico que no sólo condiciona y perpetúa un aumento del estado inflamatorio sino que 
además, provoca alteraciones morfológicas celulares en los astrocitos que conllevan a 
la apoptosis. Estas cambios morfológicos se caracterizan por el desacoplamiento del 
citoesqueleto de la membrana plasmática, degradando la estructura interna de la 
célula, y condicionando la flexibilidad necesaria para que la célula se separe en 
pequeñas burbujas individuales o bolsas de la matriz intercelular (blebbing, en inglés), 
así como la condensación de la cromatina.107-109 
 
Este proceso de blebbing es generado por el citoesqueleto celular, por lo que la 
actividad de las rho-quinasas juega un papel fundamental en el mismo. Miñambres et 
al,110 demostraron que la intoxicación con etanol in vitro de astrocitos, aumentaba de 
manera significativa la población sub-G0/G1 (población que representa las células 
apoptóticas) así como provocaba una alteración morfológica de su membrana celular 
tipo blebbing la cual, como hemos comentado, se sigue de la fragmentación del 
núcleo celular y la condensación de la cromatina, los cuales son eventos 
característicos de la fase final de la apoptosis. Una vez comprobada esta alteración, 
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buscaron justificar si las rho-quinasas, como parte de la organización del 
citoesqueleto, tenían relación en este proceso. Ya estudios previos habían demostrado 
cómo la vía de las rho-quinasas parecía jugar un papel importante en la apoptosis de 
astrocitos debido al consumo de alcohol,111 por lo que se buscó si la isoforma ROCK1 
(que como hemos explicado se encuentra en mayor cantidad en células del sistema 
inmune), se encontraba implicada. Con su estudio, demostraron no sólo un aumento 
de los niveles de ROCK1 en los astrocitos expuestos a etanol, sino que en estos casos 
se producía además este cambio conformacional que conllevaba a la apoptosis. 
Además, comprobaron que tras usar una variable mutada de ROCK1, la cual no tenía 
efecto sobre el citoesqueleto de actina de los astrocitos, este proceso de apoptosis se 
limitaba. Este trabajo se ha corroborado con estudios posteriores, que señalan la 
importancia de la vía de las rho-quinasas, y más concretamente la isoforma ROCK1, 














POLIMORFISMOS GENÉTICOS EN LAS RHO-QUINASAS E 
INFLAMACIÓN ASOCIADA AL CONSUMO DE ALCOHOL 
 
Los polimorfismos genéticos se definen como una variación del ADN originada en 
una mutación, la cual se transmite a la descendencia hasta alcanzar una frecuencia 
superior al 1% en la población general. Se estima que hay una variante en cada 1000 
pares de bases de los 3000 millones que configuran el genoma humano. La mayoría 
de las modificaciones del ADN se producen en unos pocos nucleótidos.114 Existen 
diferentes tipos de polimorfismos, siendo los más frecuentes los polimorfismos de un 
único nucleótido (SNP, single nucleotide polymorphism). En este tipo de 
polimorfismos, la única diferencia entre la variante normal y la mutada consiste en el 
cambio de un único nucleótido. Entre otros tipos se encuentran los polimorfismos de 
longitud de fragmentos de restricción (RFLP, del inglés restriction fragment length 
polymorphism), los cuales indican secuencias específicas de nucleótidos reconocidas 
y cortadas por las enzimas de restricción; o los polimorfismos en número de 
repetición en tándem (VNTR, del inglés variable number tandem repetition), 
repeticiones de secuencias de 9 a 100 pares de bases que se utilizan como marcadores 
moleculares (sobre todo en pruebas de paternidad y casos de identificación genética 
en el ámbito judicial). Otros incluyen la deleción o inserción de uno o varios de ellos 
en un punto del genoma.115 
 
Los polimorfismos son responsables de buena parte de las diferencias genéticas que 
establecen la diversidad de la biología humana. Sin embargo, existen variaciones 
alélicas que no van a tener una repercusión funcional final, al encontrarse localizadas 
en las regiones silentes del genoma. Se cree que tan sólo un 0,1% de los SNP van a 
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tener algún tipo de repercusión funcional, dado que sólo aquellos localizados en las 
regiones codificadoras o en una región promotora del gen, podrían alterar la estructura 
o función de las proteínas o bien modificar su expresión génica. De esta manera, 
aunque la variabilidad genética entre dos individuos se estima en unos tres millones 
de pares de bases (dos personas no emparentadas comparten el 99,9% de los 3000 
millones de pares de bases de su genoma), aparentemente, las variantes genéticas que 
contribuyen realmente a la diversidad humana serían tan sólo de miles.116-117 
 
Los polimorfismos genéticos no sólo contribuyen a las diferencias fisiológicas entre 
diferentes individuos (estatura, color de ojos, color de pelo…) sino que también están 
implicados en la presencia o ausencia de determinadas enfermedades. Existen 
enfermedades que se producen con la alteración de un único gen. Son las llamadas 
enfermedades monogénicas, transmitidas según los patrones de herencia mendelianos 
y cuyos ejemplos serían la anemia de células falciformes o la fibrosis quística, entre 
otras.118 Por otro lado, las enfermedades poligénicas (como la cardiopatía isquémica o 
la diabetes) se transmiten debido a múltiples genes, cobrando en estos casos una gran 
importancia las interacciones entre ellos así como los factores ambientales. Es en este 
tipo de patologías, entre las que se incluyen los trastornos relacionados por el 
consumo de alcohol como la hepatopatía alcohólica o el trastorno por uso de alcohol, 
en el que los diferentes polimorfismos genéticos se consideran factores responsables 





En base a lo anteriormente expuesto, cobra una especial relevancia el estudio de los 
factores genéticos asociados a la respuesta inflamatoria inducida por el consumo de 
alcohol. Mientras que los estudios moleculares específicos por sí solos ponen de 
manifiesto si los polimorfismos son funcionales o silentes, los estudios 
epidemiológicos son fundamentales para valorar si éstos son relevantes para la salud 
de la población. Para ello, podemos utilizar diferentes estrategias. Las principales 
técnicas son los estudios en gemelos, los rastreos hologenómicos (genome-wide scan), 
que nos permiten reconocer regiones cromosómicas asociadas con una determinada 
enfermedad, y los estudios de asociación de “genes candidatos”. Estos genes son 
aquellos cuya función puede estar relacionada con la enfermedad de interés y se 
eligen habitualmente entre los implicados en la patogenia de la enfermedad 
estudiada.119-120 En estos estudios de asociación se suelen emplear diseños 
epidemiológicos del tipo casos y controles o de cohortes.121-122  
En la dependencia o en el trastorno por uso de alcohol se han realizado varios rastreos 
hologenómicos así como múltiples estudios de genes candidatos, siendo los genes 
más consistentemente asociados con esta enfermedad los relacionados con el 
metabolismo del alcohol.123-125 En relación con la hepatopatía alcohólica, se ha 
llevado a cabo hasta la fecha un rastreo hologenómico,126 además de numerosos 
estudios de genes candidatos así como meta-análisis de los mismos. Los resultados de 
estos trabajos han podido confirmar la clara asociación del polimorfismo rs738409 del 
gen PNPLA3 con la hepatopatía alcohólica y, en menor medida, de genes 
relacionados con el metabolismo del alcohol o con citoquinas inflamatorias como el 
TNF-alfa.127 
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Polimorfismos genéticos de las rho-quinasas analizados en nuestro trabajo 
Como hemos comentado previamente, las rho-quinasas se han descrito inicialmente 
como proteínas que forman parte de la organización del citoesqueleto de actina de las 
células, participando en la contracción celular, apoptosis y proliferación de las 
mismas. Sin embargo, su estudio posterior ha demostrado su implicación en 
enfermedades cardiovasculares y autoinmunes, así como su intervención en diferentes 
procesos fisiológicos ligados a la inflamación.  
 
No se ha analizado hasta el momento la asociación entre diferentes polimorfismos de 
las rho-quinasas y trastornos inducidos por el consumo de alcohol pero sí existen 
polimorfismos de las rho-quinasas que han mostrado una asociación con otras 
enfermedades así como su funcionalidad. 
 
Polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1. 
Pehlivan et al128, demostraron que el SNP del gen ROCK1 rs35996865, se asocia de 
manera significativa a la posibilidad de desarrollar esclerosis sistémica. En este caso, 
la endotelina-1 sería la responsable de activar la vía de las rho-quinasas, llevando a 
cabo su actividad vasoconstrictora y precursora de la fibrosis a través de este 
mecanismo. 
 
Otros estudios han intentado probar la relación existente entre diferentes 
polimorfismos de ROCK1 y enfermedades inflamatorias y autoinmunes. En modelos 
experimentales, la activación de la vía de las rho-quinasas reducía de manera 
sustancial la permeabilidad pulmonar, así como facilitaba el desarrollo de edema y 
lesión pulmonar. De esta manera, un estudio de casos y controles con alrededor de 
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200 pacientes, ha conseguido implicar a este polimorfismo de estudio con el 
desarrollo de distrés respiratorio en neonatos.129 
 
Por otro lado, Oguz et al,130 han conseguido implicar a diferentes polimorfismos de 
las rho-quinasas en un mayor riesgo de padecer enfermedad de Beçhet, siguiendo el 
papel de la regulación de estas proteínas en la activación macrofágica, las citoquinas 
inflamatorias, síntesis del óxido nítrico endotelial, entre otros mecanismos. Si bien en 
el caso concreto de nuestro polimorfismo estudiado, no encontraron diferencias 
estadísticamente significativas. 
 
Por último, diferentes autores han conseguido establecer diferencias estadísticamente 
significativas por las que pacientes con el polimorfismo indicado poseen un riesgo 
mayor para el desarrollo de diferentes tipos de cáncer. Esto es debido a la 
participación de las rho-quinasas en el proceso de la angiogénesis mediante el control 
de la permeabilidad, proliferación y migración de las células tumorales. Ejemplos son 
el cáncer renal de células claras, o la asociación con un mayor riesgo de recidiva 
bioquímica en el cáncer de próstata.131-132  
 
Polimorfismos rs978906 y rs2230774 del gen ROCK2. 
Como se ha mencionado, la isoforma ROCK2 de las rho-quinasas parece expresarse 
en mayor medida en las células vasculares y miocardiocitos. En nuestro 
conocimiento, existen todavía pocos estudios que hayan probado una relación 




En relación con el polimorfismo rs978906, un trabajo llevado a cabo en más de 800 
pacientes seleccionados de una población general sin historia de enfermedad 
cerebrovascular o cardiopatía isquémica previas, ha demostrado una mayor actividad 
de ROCK2 en pacientes portadores de este polimorfismo, el cual conllevaba a un 
aumento de la rigidez arterial carotídea.133 Esta funcionalidad se explicaría ya que 
dentro de la actividad reguladora de la actividad de la miosina, la isoforma ROCK2, y 
en este caso, el polimorfismo estudiado, estaría implicada de manera predominante en 
la contractibilidad del músculo liso. Esto, junto con su participación en la cascada 
celular responsable de la activación de las moléculas de adhesión cuando las células 
endoteliales están expuestas al estímulo inflamatorio explican su implicación en la 
rigidez arterial. 
 
En el caso del trabajo de Yang et al,134 la mediación de la ROCK2 en la respuesta 
inflamatoria, provocaría un daño vascular endotelial y la activación plaquetaria, lo 
cual explicaría cómo en el análisis de más de 2000 pacientes, la posesión del alelo C 
de nuestro polimorfismo a estudio asoció un riesgo mayor de ictus isquémico frente a 
la población control. Otros autores,135 han conseguido asociar nuestro polimorfismo 
de estudio a un mayor riesgo de hipertensión esencial asociada a la altitud. 
 
Respecto al polimorfismo rs2230774, como hemos explicado previamente, diferentes 
estudios demuestran que la vía de las rho-quinasas se encuentra implicada en el 
estímulo vasoconstrictor del músculo liso de las arterias coronarias. Este efecto parece 
tener su origen en que éstas producen un aumento de la fosforilación de la cadena 
ligera de la miosina y un aumento de la sensibilización al calcio iónico.136 
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En relación al polimorfismo rs2230774, encontramos estudios que lo asocian al 
síndrome metabólico (la combinación de obesidad, hipertensión, dislipemia y diabetes 
mellitus tipo 2).81 Si bien su patogénesis no está aclarada, la resistencia a la insulina 
juega un papel muy importante en el mismo. La activación de la vía de las rho-
quinasas reduce el transporte de glucosa a los músculos mediante la represión de las 
señales del sustrato 1 del receptor de la insulina (IRS, del inglés, insulin receptor 
substrate).137 Por otro lado, dada su implicación en la vía inflamatoria, se cree que la 
activación de las rho-quinasas pueda intervenir en la diferenciación de los 
adipocitos.138 
 
Otros estudios sin embargo, han intentado relacionar nuestro polimorfismo para 
estudio con un mayor riesgo de padecer ictus isquémico,139 o con el riesgo de 
















1- Determinar la expresión de las rho-quinasas en la respuesta inflamatoria asociado 
al consumo excesivo de alcohol. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
1- Analizar la expresión de los ARNm de las rho-quinasas (ROCK1 y ROCK2) en 
sangre periférica de personas que consumen alcohol de forma intensiva respecto a 
controles. 
2- Correlacionar la expresión de las rho-quinasas con la expresión de los TLR y la 
secreción de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α IL-8, IL1-β) tras un consumo 
intensivo de alcohol respecto a controles sanos.  
3- Analizar la expresión de rho-quinasas en un modelo celular in vitro tras la 
exposición a etanol, incluyendo: 
3.1. Expresión de rho-quinasas en células mononucleadas de sangre periférica 
expuestas a etanol. 
3.2. Expresión de rho-quinasas en astrocitos de ratón expuestos a etanol. 
4- Estudiar la asociación entre los siguientes polimorfismos genéticos de las rho-
quinasas y la presencia de enfermedad asociada al consumo de alcohol: 
• rs35996865 [T>G] del gen ROCK1. 
•       rs2230774 [G>T] del gen ROCK2. 





2. MATERIAL Y MÉTODOS 
2.1. Análisis de la expresión de rho-quinasas en sangre periférica 
2.1.1. Muestra objeto de estudio 
Para llevar a cabo los diferentes análisis sobre pacientes con intoxicación etílica 
aguda, se realizó un diseño transversal de casos y controles, (definiendo unos criterios 
de inclusión y exclusión, especificados en la tabla 1). La muestra objeto de estudio en 
esta parte del trabajo se compuso de 62 sujetos: 26 controles sanos y 36 pacientes con 
diagnóstico de intoxicación etílica aguda secundaria a un episodio de consumo 
intensivo de alcohol, atendidos en el Servicio de Urgencias del Complejo Asistencial 
Universitario de Salamanca (CAUSA).  
Tabla 1. Criterios de inclusión y exclusión para casos y controles. 
Casos 
Criterios de inclusión Criterios de exclusión 
Pacientes que presenten signos o síntomas de 
intoxicación alcohólica aguda secundaria a 
un episodio de consumo intensivo de alcohol 
que acudan al Servicio de Urgencias del 
Complejo Asistencial Universitario de 
Salamanca, durante el periodo de 
reclutamiento (2013-2015). 
Enfermedad aguda intercurrente (infecciones, 
traumatismos, hemorragia…) o alteraciones 
analíticas no explicadas (anemia, elevación 
de creatinina o transaminasas, etc.). 
Consumo referido de al menos 5 UBE en 
hombres (50 gramos de etanol) o 4 UBE en 
mujeres (40 gramos de etanol) durante las 6 
horas previas a la valoración en el Servicio 
de Urgencias. 
Consumo de otras drogas de abuso (p. ej. 
cocaína, cannabis), determinado mediante el 
análisis toxicológico de orina. 
Diagnóstico de sospecha de intoxicación 
alcohólica aguda confirmado por la   
presencia de un nivel elevado de etanol en 
sangre (> 0,8 g/L) y exclusión de la presencia 
de otros tóxicos por la clínica y/o análisis 
toxicológico en orina. 
Sujetos con dependencia del alcohol 
(criterios DSM-IV o DSM-5). 
 Antecedentes personales referidos o 
comprobados en el historial clínico de     
enfermedades crónicas y/o tratamiento que 
puedan alterar los resultados del estudio (p. 
ej., infección por virus hepatotropos, 
enfermedades neoplásicas o           




Criterios de inclusión Criterios de exclusión 
Voluntarios sanos, con distribución de edad y 
sexo similares a los casos y un consumo 
medio de alcohol menor de 1 UBE diaria (10 
gramos al día) en el último año. 
Los referidos para los casos. 
 
 Episodios previos de consumo de alcohol 
intensivo en el último año. 
Tanto para los casos como para los controles se recogieron las siguientes variables 
mediante entrevista clínica y determinación analítica a partir de la muestra de sangre 
extraída en el Servicio de Urgencias: edad, sexo, hemograma, perfil hepático, etanol 
en sangre y tóxicos en orina. Así mismo, se les entregó un cuestionario, de 
participación también voluntaria, para conocer su patrón de consumo de alcohol y 
otras drogas, que se adjunta a continuación en la tabla 2.  
Tabla 2. Cuestionario entregado a los participantes en el estudio. 
Cuestiones 
1. ¿Has bebido alcohol en los tres últimos días? ¿En qué cantidad? 
2. ¿Qué cantidad de alcohol bebes habitualmente? 
3. El alcohol que bebes, ¿lo haces diariamente o esporádicamente los fines de semana 
(botellón)? 
4. ¿Cuántas borracheras te coges al mes? 
5. ¿Consumes otro tipo de drogas? ¿Cuáles? ¿Con qué frecuencia? 
Los pacientes y los controles fueron informados de las condiciones del estudio y 
firmaron el consentimiento informado (anexo I) para permitir su inclusión. 
Tras venopunción periférica se extrajeron muestras para análisis de ADN en tubos 
con anticoagulante ácido etilendiamino-tetraacético (EDTA), que se detallará 






2.1.2. Extracción y análisis de ARNm en sangre periférica 
Se extrajeron muestras de sangre (2,5 ml) de cada individuo y se almacenaron en 
tubos de heparina de litio y tubos de ARN de sangre PAXgene (Qiagen, California, 
EE. UU.). Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante al menos dos 
horas y se almacenaron posteriormente a -20 ºC. El ARN total se aisló utilizando el 
kit PAXgene Blood miRNA (Qiagen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante y se almacenó a -80 ºC. La concentración de ARN y la pureza del mismo se 
examinaron utilizando un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000. A partir de este 
punto y una vez obtenido el ARN, el análisis de expresión de ARNm de las rho-
quinasas en sangre periférica se describe en el apartado 2.4. 
 
2.2. Análisis de la expresión de rho-quinasas in vitro en células mononucleadas de 
sangre periférica 
2.2.1. Extracción de muestras y separación de células mononucleadas 
Se recogieron muestras de sangre de 9 controles sanos con edades y sexo similares a 
los sujetos con intoxicación alcohólica mediante venopunción periférica, según 
protocolo de asepsia habitual, por personal de enfermería del CAUSA. En los sujetos 
controles reclutados para este objetivo se recogió sangre en dos tubos con EDTA de 
10 ml cada uno. A partir de estas dos muestras y con menos de dos horas desde la 
extracción de las mismas, realizamos la separación de los componentes de la sangre 
mediante la técnica de Ficoll (Ficoll Histopaque®-1077).  
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El Ficoll consiste una solución de alto peso molecular de polímeros de sucrosa y 
diatrizoato de sodio, que al añadir a las muestras de sangre (la cual debe realizarse de 
manera muy lenta para evitar la mezcla de los diferentes componentes), permite a 
través de una centrifugación por un gradiente de densidad, separar las células 
mononucleadas de la sangre periférica (CMSP) del resto de células. Durante este 
proceso, se forman varias capas, gracias a lo cual podemos extraer las CMSP.  
 
Figura 9. Separación por gradientes de densidad.  Durante el proceso de centrifugación, se forman 
varias capas. Por un lado, el sedimento, el cual contiene principalmente granulocitos y eritrocitos cuyo 
gradiente de densidad es mayor que el del Ficoll. Por encima encontramos la capa del Ficoll y la 
interfase, en la cual se encuentras las CMSP. Finalmente, sobre la interfase, se encuentran las plaquetas 
y el plasma. Modificado de Lin Z, et al.141 
 
Este procedimiento se realiza siempre en una cabina de seguridad biológica (en 
nuestro caso,  cabina de seguridad biológica Class II, 0,4 m/s | BioUltra©, de la marca 
Telstar®), mezclando la sangre de las muestras con 15 ml de Ficoll Histopaque®-1077 
en tubos de centrífuga Falcon® de 50 ml. Tras esto, se centrifugan en centrífuga 
Eppendorf modelo 5810 a 1600 revoluciones por minuto (rpm) durante 36 minutos 
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sin freno. De esta manera, se consigue la interfase en la que se encuentran las CMSP, 
la cual se recoge y deposita en unos nuevos tubos Falcon®. Después, se añaden 30 ml 
de tampón fosfato salino o buffer fosfato salino a temperatura ambiente (PBS, del 
inglés, phosphate buffered saline) a la interfase extraída. Se desecha el sobrenadante 
con pipeta y se centrifuga de nuevo a 1200 rpm durante 10 minutos a 4 °C.  
El resultado de esta centrifugación, el pellet, se resuspende y se mezcla con 1 ml de 
medio de cultivo DMEM (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle's medium; Sigma-
Aldrich Chemical Co.TM), calentado previamente al baño maría a 37 ºC (para evitar la 
muerte celular por choque térmico). El DMEM utilizado en nuestro estudio es el 
DMEM 41966 de la marca Thermo Fischer ScientificTM al que se le añade un 
preparado de suero bovino fetal o FBS (del inglés, fetal bovine serum) 10% así como 
0,5 ml de penicilina y 0,5 ml de estreptomicina. Ambos componentes se homogenizan 
y, previo a su cultivo en placas Thermo Scientific™ Nunc™, se realiza el contaje 








Figura 10. Cámara de recuento Neubauer® Marienfeld-SuperiorTM 2017. “Tomado de la página 
web de Paul Marienfeld GmbH & Co.KG” 
Para realizar el recuento celular, debe colocarse el cubreobjetos sobre el portaobjetos 
de la cámara e introducir entre ambos la muestra celular preparada. Se toman 100 μl 
de la muestra para realizar el contaje celular en la cámara. La velocidad de llenado de 
la misma debe ser homogénea, evitando así una mala distribución de las células, que 
58  
traerá errores en el recuento (la cámara no debe quedarse seca ni inundarse). Se 
coloca la cámara en el microscopio óptico (Nikon Eclipse TS100®) y se procede al 













Figura 11. Retículas de una cámara de Neubauer. 
 
 
Se cuantifican un total de N células entre las cuatro áreas de tal manera que se obtiene 
una concentración en la suspensión en células/ml. Esta concentración se tiene que 
multiplicar por los ml de solución que ha sido preparada con medio de cultivo y 
muestra. Tras el contaje, se procede a su cultivo en placas que se almacenan en una 
incubadora de CO2 Heracell™ 150i durante 24 horas. 
 
2.2.2. Incubación de células con etanol y obtención de ARNm 
Las células mononucleadas de sangre periférica obtenidas de los sujetos controles se 
estimularon con las siguientes cuatro condiciones en nuestro experimento: control, 
etanol (50 mM, 6 horas), lipopolisacárido (100 ng/μl durante 6 horas) y etanol 50 mM 
más lipopolisacárido 100 ng/μl (6 horas en total, habiendo añadido el lipopolisacárido 
en la última hora). Para ello, primero se retira el medio de cultivo, lavando las 
muestras en las placas con PBS atemperado, centrifugando posteriormente los 
sobrenadantes para resuspender el sedimento o pellet para cada condición. 
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Se incuban las muestras deseadas (etanol y etanol más lipopolisacárido) con 5 μl de 
etanol puro (consiguiendo así una concentración de 50 mM de etanol por condición). 
Posteriormente, se introducen las muestras que queremos terminar de intoxicar con 
alcohol en una cámara incubadora de Billups-Rothenberg en la que colocamos 
además una placa en la que previamente hemos diluido 50 ml de agua destilada con 
0,25 ml de etanol absoluto para saturarla de alcohol (obteniendo una saturación del 
ambiente de etanol diluido entre 100-200 mM). 
 
 
Figura 12. Cámara incubadora de Billups-Rothenberg. En ella se aprecian los cultivos celulares 
con las condiciones de etanol y etanol más lipopolisacárido. En la bandeja inferior, colocamos la placa 
con la dilución de etanol. Fotografía propia tomada en el Departamento de Medicina de la Universidad 
de Salamanca. 
 
Se llena la cámara incubadora de Billups-Rothenberg con CO2 y se introduce junto 
con el resto de condiciones (control y LPS) en la incubadora de CO2 Heracell™ 150i. 
En función de nuestro experimento, se aloja la cámara en la estufa el tiempo necesario 
(4, 6 o 24 horas en función de las condiciones experimentales), retirándola para la 
adicción del lipopolisacárido una hora antes de completar el experimento. 
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Tras completar las horas de incubación indicadas, se sacaron las placas de la 
incubadora de CO2 y de la cámara de Billups-Rothenberg, para colocarlas en cajas 
isotérmicas de poliestireno con hielo. De nuevo en la cabina de seguridad biológica, 
se extrae el medio de cultivo de las placas y se centrifuga posteriormente a 1200 rpm 
durante 10 minutos, desechando el sobrenadante y conservando el sedimento. 
Asimismo, se limpian las placas con PBS frío a la vez que con un raspador de células 
se levantan las células que se hayan podido quedar adheridas, recogiendo el PBS y 
añadiéndolo a los tubos Falcon® con el sedimento previamente obtenido con la 
centrifugación. Las placas vacías se examinan de nuevo en el microscopio óptico para 
comprobar que efectivamente no han quedado células adheridas.  
 
Una vez realizada esta comprobación, se añaden 200 μl de TRIzol™ Reagent en los 
tubos Falcon® que contienen los cultivos con las diferentes condiciones (el cual 
contiene tiocinato de guanidina y ácido fenólico), con el objetivo de desnaturalizar las 
proteínas para el posterior análisis del ácido ribonucleico (ARN). Tras la adición del 
TRIzol™ Reagent, se homogeniza y se congela a -80 ºC. 
 
Al día siguiente, se retiran las muestras del congelador y se dejan descongelar a 
temperatura ambiente. Se mezcla con el agitador tipo vórtex durante unos segundos 
para a continuación, comenzar el proceso de extracción de ARN. Para ello, se añaden 
200 μl de cloroformo a cada condición, se mezcla de nuevo gracias al agitador tipo 




Se centrifuga a 1200 rpm y a 4 ºC durante 15 minutos, recuperando el sobrenadante e 
incorporándolo a tubos de microcentrífuga Eppendorf PhysioCare Concept®. 
Después se añaden 0,5 ml de isopropanol a cada condición y se deja incubar 10 
minutos a temperatura ambiente. Se centrifuga a 12200 g (fuerza centrífuga relativa, 
fcr o rcf, del inglés, relative centrifugal force) durante 10 minutos a 4 ºC en la 
centrifugadora de Eppendorf  (modelo 5417R). Se retira el sobrenadante, se añade a 
cada condición 0,1 ml de etanol al 70% y se centrifuga de nuevo a 7000 g rcf durante 
5 minutos a la misma temperatura. Se desecha de nuevo el sobrenadante y dejamos 
secar a temperatura ambiente durante una hora. 
 
Posteriormente, se añaden 50 μl de dietilpirocarbonato (DEPC), para reducir el riesgo 
de degradación del ARN por RNasas que catalicen la hidrólisis de ARN en 
componentes más pequeños. Todos estos pasos se realizan con los tubos de 
microcentrífuga en hielo, para evitar en la medida de lo posible la desintegración del 
ARN. Finalmente, se utiliza un espectrofotómetro NanoDropTM 2000 para cuantificar 
y evaluar la pureza del ARN extraído para su posterior cuantificación. A partir de 
aquí, igual que ocurre con las muestras de ARN obtenidas directamente de sangre 















2.3. Análisis de la expresión de las rho-quinasas en astrocitos murinos in vitro 
2.3.1. Obtención de las muestras 
Las diferentes muestras de astrocitos se obtuvieron de ratas albinas de la raza Wistar, 
criadas y proporcionadas por el Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la 
Universidad de Salamanca. Los animales fueron criados en jaulas, manteniéndose un 
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y con la fase de oscuridad establecida entre las 
20:00 horas y las 8:00 horas del día siguiente. Las condiciones ambientales del 
animalario fueron las siguientes: humedad relativa entre el 45% y el 65% y 
temperatura entre 20 ºC y 25 ºC. Los animales se alimentaron ad líbitum con una dieta 
sólida estándar (17% de proteínas, 3% de lípidos, 58,7% de componente glucídico, 
4,3% de celulosa, 5% de minerales y 12% de humedad), teniendo acceso libre al agua 
de manera constante.  
La etapa gestacional se controló limitando la cohabitación de las ratas vírgenes con 
machos a una única noche. A las 9:00 horas del día siguiente, se aislaron las ratas que 
tuvieron presencia de espermatozoides en el frotis vaginal acompañados de células 
epiteliales de la vagina, las cuales son características de un día fértil del estro (que se 
define como el periodo propicio para la actividad sexual en la hembra). Bajo estas 
condiciones, el periodo gestacional de la rata se asumió de 21,7 días. Todas las 
manipulaciones y los procedimientos con animales están de acuerdo con la normativa 
vigente de la Comisión Europea 18.06.2007 (2007/526/CE) y de la Legislación 
Española (RD 1201/2005) en relación a la acomodación y al cuidado de animales de 
experimentación. Los experimentos realizados en este apartado y el siguiente se 
realizaron en el laboratorio de la Dra. Ángeles Almeida (Instituto de Biología 
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Funcional y Genómica) bajo protocolos aprobados por el Comité de Bioética de la 
Universidad de Salamanca.  
 
2.3.2. Cultivo de astrocitos  
Los cultivos primarios de astrocitos corticales se obtuvieron de neonatos de ratas de 0 
a 24 horas de edad, según se ha descrito previamente.142 Los animales se limpiaron 
con etanol al 70%, se decapitaron y el cerebro entero se trasladó a una cabina de flujo 
laminar. El cerebelo y el bulbo olfatorio se eliminaron usando pinzas y los 
hemisferios cerebrales se limpiaron quitándoles las meninges y los vasos sanguíneos 
pasándolos por filtro de papel WhatmanTM. El tejido se colocó en una placa de 
poliestireno con la solución de disgregación EBSS® [(del inglés Earle's Balanced Salt 
Solution) compuesta por: NaCl 116 mM, KCl 5,4 mM, NaH2PO4 1,01 mM, MgSO4 
1,5 mM, NaHCO3 26 mM, glucosa 4 mM, rojo fenol 10 mg/ml, albúmina 0,3% [p/v] 
y DNAsa tipo I 20 μg/ml, pH 7,2.  
Tras esto, el tejido parcialmente disgregado se depositó en un tubo Falcon® de 50 ml 
y se decantó durante 4 minutos. El pellet se resuspendió en una solución de 
tripsinización (solución de disgregación EBSS® suplementada con tripsina 0,025%). 
La digestión enzimática del tejido se realizó a 37 ºC durante 15 minutos en un baño 
termostático, agitando suavemente cada 3 o 4 minutos para facilitar el proceso.  
La tripsinización se detuvo añadiendo FBS a una concentración final del 10% y el 
tejido se centrifugó a 500 g durante 5 minutos (centrifugadora Eppendorf modelo 
5702R). El pellet resultante se resuspendió en 12 ml de la solución de disgregación, 
haciéndolo pasar 9 veces a través de una pipeta Pasteur, previamente siliconada, para 
favorecer el proceso y evitar la rotura celular.  
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El sobrenadante, el cual contiene las células disociadas, se recogió en un tubo 
Falcon® de 50 ml. Este proceso se repitió para incrementar el rendimiento, 
combinándose finalmente los sobrenadantes, los cuales se centrifugaron a 500 g 
durante 5 minutos. El sedimento se resuspendió primero en 1 ml de DMEM, 
cuidadosamente seguido por otros 19 ml de DMEM. De esta suspensión, se recogió 
una pequeña parte o alícuota de 10 μl, añadiéndose 40 μL de Trypan-Blue (Sigma- 
AldrichTM) al 0,4% y 30 μl de DMEM para el recuento celular en una cámara 
Neubauer y bajo un microscopio de contraste de fases (modelo CK30, OlympusTM).  
La suspensión celular se sembró en DMEM suplementado con FBS al 10% v/v en 
frascos de cultivo de 175 cm2 (BD FalconTM), a razón de 3-4 cerebros por frasco. Las 
células se mantuvieron en un incubador a 37 ºC, con una atmósfera saturada de vapor 
de agua, compuesta por un 95% de aire y un 5% de CO2. El medio de cultivo fue 
sustituido dos veces por semana. A la semana de cultivo, se agitaron a 200 rpm en un 
agitador orbital dentro del incubador termostatizado, para eliminar la microglía y se 
resembraron en placas de poliestireno de diferentes tamaños según el experimento. 
Después de 2 semanas (15 días in vitro [DIV]), el cultivo tuvo una pureza aproximada 
del 92-95% determinada por inmunorreacción con el anticuerpo frente a Glial 
Fibrilliary Acidic Protein (GFAP), Sigma-AldrichTM, el cual es un anticuerpo que se 
utiliza para ver la pureza a través del western. 
Todos los medios de cultivo se suplementaron con penicilina (100 U/ml), 





2.3.3. Resembrado de astrocitos y cultivo con etanol  
Tras los experimentos anteriores y obtener la suspensión celular de astrocitos, se 
prepararon las muestras en las diferentes condiciones experimentales: control, etanol 
50 mM durante 24 horas, LPS 100 ng/μl durante 24 horas, etanol 50 mM y LPS 100 
ng/μl (durante 24 horas y 1 hora, respectivamente). Todas las condiciones se midieron 
a las 24 horas de comenzar el experimento. 
 
A partir de un frasco de astrocitos con un 100% de confluencia tras incubación en la 
estufa de CO2, se procedió a atemperar el PBS, el medio (DMEM suplementado con 
FBS al 10%) y la tripsina, todo ello dentro de la cabina de seguridad. A continuación 
se retira el sobrenadante del frasco mediante aspirado y se añaden 10 ml de PBS para 
lavar la muestra, dejándolo 1 minuto aproximadamente. Se retira el PBS para añadir 6 
ml de tripsina y dejamos durante 3 minutos en el incubador. Tras esto, se golpea 
ligeramente el matraz con los astrocitos para asegurar que los astrocitos se despeguen 
bien antes de recoger el sobrenadante. Se recoge el sobrenadante y se pasa a un 
Falcon® de 50 ml, en el que previamente se habrán agregado 600 μl de PBS para 
frenar la tripsinización. Se centrifuga la muestra durante 5 minutos a 500 g y se retira 
el sobrenadante. 
 
Tras esto, se resuspende en 1 o más mililitros de DMEN (dependiendo de las placas 
que vayamos a usar en el experimento) y se traslada la muestra a las diferentes placas 
para cada condición, añadiendo medio de cultivo hasta poner 10 ml por placa. Se 
dejan las placas en estufa cambiando el medio cada 3-4 días, hasta ver que la 














Figura 13. Astrocitos vistos al microscopio óptico, con un 100% de confluencia 
 
Para las placas con la condición de etanol, se añaden 5 μl de etanol para alcanzar 50 
mM de concentración por placa. Posteriormente, se introducen las diferentes placas 
con etanol en la cámara incubadora de Billups-Rothenberg en la que se ha colocado 
una placa con una concentración elevada de etanol (100-200 mM), al igual que se 
hacía con las muestras obtenidas de sangre periférica. Se administra también CO2 a la 
cámara y se introduce junto con el resto de condiciones en la incubadora para 
retirarlas 24 horas después (a las 23 horas, en la condición correspondiente, se le 
añade una concentración de LPS de 100 ng/μl). 
 
Una vez retiradas las placas del incubador, se recoge el sobrenadante y se lava con 
PBS atemperado. Se añaden 500 μl de trizol, se retiran con un raspador de células, se 
recogen y congelan a -80 ºC hasta la extracción de ARN para la posterior síntesis de 
ADNc según se describe en el siguiente apartado.  
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2.4. Síntesis de ADNc a partir de ARN y determinación de la expresión de las 
rho-quinasas 
 
2.4.1. Síntesis de ADNc a partir de ARN 
 
La síntesis de ADNc a partir de ARN obtenido de sangre periférica total, de células 
mononucleadas de controles sanos y de cultivos de astrocitos (tal y como se detalla en 
los apartados 2.1., 2.2. y 2.3, respectivamente) se realizó mediante transcripción 
inversa. Para ello utilizamos el preparado comercial High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit© (Thermo Fischer Scientific®). A los 10 μl de la muestra de ARN 
diluida con H2O (trabajando con una concentración de 0,5 ng/ml), previamente 
extraído, se le añaden un total de 10 μl del preparado (siempre realizado en hielo) 
según la siguiente composición: 
Tabla 3. Reactivos empleados para la realización de la transcripción inversa. 
10X RT Buffer  2,0 µl 
En función del 
número de 
muestras,  se 
multiplica por 




(Ejemplo para 4 
muestras) 
8 µl 
25X dNTP Mix (100 mM)  0,8 µl 3,2 µl 
10X RT Random Primers  2,0 µl 8  µl 
MultiScribe™ Reverse Transcriptase  1,0 µl 4 µl 
RNase Inhibitor  1,0 µl 4 µl 
Nuclease-free H2O  3,2 µl 12,8 µl 
Volumen total de la reacción 10,0 µl 40 µl 
El volumen final de la amplificación fue de 20 μl por cada muestra.  
 
Como control negativo de la reacción, se mezclaron todos los componentes en una 
muestra sin ADNc (non-template control), con el fin de detectar la presencia de una 
posible contaminación en la mezcla de la reacción. 
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Tras esto, se centrifuga en microcentrífuga MiniStar silverlineTM (VWR Collection©), 
y se comienza la síntesis de ADNc en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 
Discontinuation® (ThermoFischer ScientificTM) según las siguientes condiciones: 25 
ºC durante 10 minutos, 37 ºC durante 120 minutos, 85 ºC durante 5 minutos y 4 ºC 
durante otros 5 minutos. 
 
2.4.2. Cuantificación de la expresión génica mediante PCR 
Como hemos explicado previamente, para determinar si la expresión de las rho-
quinasas se encuentra alterada en los pacientes con consumo intensivo de alcohol, se 
analiza la expresión relativa del ARN mensajero (ARNm) de las dos isoformas de la 
proteína ROCK (ROCK1 y ROCK2) en la sangre periférica extraída de nuestros 
pacientes. Para ello, se utilizó la técnica de la PCR cuantitativa en tiempo real 
(qPCR), empleando el aparato de PCR StepOnePlus® (Applied BiosystemsTM).  
Se utilizaron cebadores específicos de las rho-quinasas (Tabla 4), en concreto los 
cebadores ROCK1 (NM_005406) y ROCK2 (NM_004850) como genes de estudio y 
de la β-actina (NM_001101) como gen de referencia (Integrated DNA 
Technologies®). Se eligió el gen de la β-actina como gen de control para realizar el 
análisis de expresión de ARNm debido a su estabilidad de expresión en la muestra del 
estudio. Por otro lado, se empleó el master mix FastStart Universal SYBR® Green 
Master (RocheTM), que incorpora SYBR Green I como fluoróforo de referencia. Cada 
amplificación se realizó por duplicado para reducir la variabilidad de concentración 
en las muestras. Como hemos explicado previamente, como control negativo de la 










Sentido          5´-ACCTGTAACCCAAGGAGATGTG-3´ 
 




Sentido          5´-AAGTGGGTTAGTCGGTTG-3´ 
 
Antisentido  5´-GGCAGTTAGCTAGGTTTG-3´ 
 
Programa 
1 ciclo 95 ºC durante 10 minutos 
40 ciclos 
 





















El perfil térmico utilizado en la qPCR se detalla a continuación: 
• Fase pre-PCR: 1 ciclo a 95 ºC durante 10 minutos. 
• Fase de amplificación: 40 ciclos a 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 30 minutos 
respectivamente. 
• Fase de disociación: 1 ciclo a 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 60 minutos 
respectivamente. 
 
Análisis cuantitativo de la expresión génica  
La cuantificación de la expresión relativa del ARNm de las isoformas ROCK1 y 
ROCK2 se ha calculado usando el método 2-ΔΔCt, tras ser normalizada respecto a la 
expresión del gen de la β-actina (ACTB). La decisión de utilizar este gen como 
referencia, se basa en estudios previos en los que la estabilidad de su expresión ha 
sido validada.143-144  





Sentido          5´-CCAACCGCGAGAAGATGA-3´ 
 
Antisentido  5´-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3´ 
Programa 
1 ciclo 95 ºC durante 10 minutos 
40 ciclos 
 










                                      97 pb 
pb: pares de bases 
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Análisis de la curva de fusión 
Para verificar que los productos de PCR amplificados correspondían a la secuencia de 
interés, se llevó a cabo el análisis de la morfología de la curvas de fusión o curvas de 
disociación, para lo cual se programó un ciclo de desnaturalización (de 60 ºC a 95 ºC) 
al final de cada reacción de PCR.145-146 
 
2.5. Análisis de los polimorfismos genéticos en pacientes con consumo excesivo de 
alcohol y/o hepatopatía alcohólica 
2.5.1. Muestra objeto de estudio 
En este análisis se incluyeron un total de 645 individuos, todos ellos varones, de los 
que 421 eran pacientes alcohólicos y 224 controles sanos. Los 421 pacientes 
presentaban consumo excesivo de alcohol con un diagnóstico de hepatopatía 
alcohólica (hepatitis alcohólica o cirrosis hepática enólica) o, en el caso de ausencia 
de lesión hepática,  consumidores crónicos de más de 100 g de etanol al día durante al 
menos diez años. La media de edad de los pacientes alcohólicos fue de 52,2 años 
(desviación estándar [DE] = 12,1). En esta muestra se excluyeron los consumidores 
de otro tipo de sustancias de abuso (a excepción de la nicotina), así como aquellos que 
presentaban diagnósticos de enfermedades psiquiátricas mayores. 
La mayoría de los pacientes fueron reclutados en la Unidad de Alcoholismo y planta 
de hospitalización de los Servicios de Medicina Interna y Digestivo del Complejo 
Asistencial Universitario de Salamanca. Una parte más reducida correspondió a 
pacientes derivados del Hospital Virgen de la Concha (Zamora), así como pacientes 
con hepatitis alcohólica derivados del Hospital Universitario de Amiens (Francia). 
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Para el diagnóstico de los trastornos relacionados con el consumo de alcohol, se 
utilizaron en 306 pacientes los criterios diagnósticos DSM-IV, aplicados de forma 
sistemática mediante una entrevista semi-estructurada. Del total de los 421 pacientes 
alcohólicos, 187 cumplían criterios de dependencia del alcohol y 119, de abuso del 
alcohol,. Entre los pacientes alcohólicos, 217 de ellos presentaban enfermedad 
hepática alcohólica definida como presencia de cirrosis o hepatitis alcohólica 
(demostrada esta última por criterios clínicos, analíticos y, cuando fue necesario, 
histopatológicos). En el caso de la cirrosis hepática, encontramos 102 pacientes, 
habiéndose establecido el diagnóstico en 93 de ellos mediante biopsia hepática y 
hallazgos anatomopatológicos compatibles. En los casos restantes, la cirrosis hepática 
se definió por criterios clínicos (estigmas de hepatopatía crónica, historia de ascitis, 
encefalopatía hepática o sangrado digestivo por varices esofágicas) y hallazgos 
sugerentes de cirrosis en la ecografía hepática o de varices gastroesofágicas en la 
endoscopia digestiva alta. En estos casos, la biopsia hepática estaba contraindicada 
por la presencia de alteraciones de la coagulación. 
Los restantes 204 pacientes fueron clasificados como libres de EHA dado que no 
presentaban estigmas de hepatopatía crónica (alteraciones cutáneas, 
hepatoesplenomegalia, ginecomastia, pérdida de vello o atrofia testicular), las pruebas 
analíticas no se encontraban alteradas (excepto elevaciones aisladas de la gamma-
glutamil-transferasa o GGT), y por la ausencia en las pruebas de imagen de hallazgos 
sugestivos de enfermedad hepática. Se excluyeron los pacientes alcohólicos que no 
cumplían estos criterios y en los que no estuviera indicada la realización de biopsia 
hepática, dada la imposibilidad de clasificarlos en un grupo concreto de estudio. Se 
descartaron además mediante pruebas diagnósticas habituales, otras causas de 
hepatopatía diferentes a las del alcoholismo en los pacientes con cirrosis. Las 
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serologías de los virus de la hepatitis B y C, fueron negativas en los pacientes de 
ambos grupos. 
La media de edad de los individuos controles fue de 47,9 años (DE=16,5), con un 
consumo habitual de menos de 10 gramos de alcohol/día. Ninguno de ellos tenía 
historia personal o familiar de alcoholismo o de consumo de drogas, salvo 
tabaquismo. Todos los pacientes y los controles procedentes de Castilla y León eran 
de origen caucásico, originarios de la Comunidad Autónoma de Castilla y León así 
como sus ascendientes hasta el segundo grado. Las muestras fueron obtenidas previo 
consentimiento, siguiendo las ordenaciones legales para Estudios Clínicos en España 
y previa aprobación del Comité Ético de Investigación Clínica del Área de Salud de 
Salamanca. 
 
2.5.2. Extracción de ADN genómico 
La sangre de los pacientes y controles se recogió previo consentimiento informado en 
tubos con EDTA tras punción venosa periférica en las condiciones habituales de 
asepsia. Para la extracción de ADN genómico a partir de las células de sangre 
periférica, se siguieron los siguientes procesos: 
a) Obtención de células mononucleadas. 
Para aislar las células se utilizó la centrifugación repetida y la lisis eritrocitaria con 
solución hipotónica (centrifugando la sangre total en 50 ml de agua bidestilada 
[ddH2O] durante 15 minutos, a 1500 rpm y a 4 ºC). Se recuperó la interfase creada y 
se lavaron las células en tampón Fornace (0,25 M Sacarosa; 50 mM Tris-HCl pH: 7,5; 
25 mM KCl; 5 mM MgCl2). Se centrifugó de nuevo a 1500 rpm durante 10 minutos, 
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desechando el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en tampón Fornace a una 
concentración estimada de 5x106 células/ml. Tras ello, se añadió EDTA con el 
objetivo de inactivar las nucleasas (con una concentración final de 10 mM), 
proteinasa K, para conseguir la degradación de las proteínas, (Boehringer Mannheim 
FRGTM)  y dodecil sulfato sódico o SDS, (1% de concentración final), para la lisis de 
las membranas celulares, incubándose esta mezcla a 55 ºC durante 8-16 horas. 
b) Purificación del ADN 
Tras la incubación, se procede a la extracción y purificación del ADN mediante el uso 
de fenol-CIAA (cloroformo/alcohol isoamílico 24:1 v/v). Para ello, se centrifuga 
durante 10 minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente. Se recoge el sobrenadante (el 
cual contiene el ADN en solución) y se añade, con un volumen similar, siendo 
sometido a una segunda centrifugación en las mismas condiciones para separar la fase 
que contiene el ADN y la fase con posible detritos celulares. Se recupera de nuevo el 
sobrenadante con el ADN y se causa su precipitación usando para ello 2,5 ml de 
etanol puro a la temperatura de -20 ºC, para posteriormente lavarlo con etanol al 70% 
y resuspenderlo en ddH2O. 
c) Cuantificación del ADN 
La concentración así como el grado de contaminación proteica del ADN obtenido se 
calcularon tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un 
espectrofotómetro (GeneQuant®, PharmaciaTM) mediante la fórmula detallada a 
continuación: 
μg de ADN/ml = DO 260 x factor de dilución x 50 
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El cociente DO260 / DO280 se utilizó para determinar el grado de contaminación 
proteica, ya que 260 nm es la longitud de onda a la que se absorbe el ADN y 280 nm 
la longitud a la que se absorben las proteínas. Consideramos aceptables aquellos 
valores comprendidos entre 1,6 y 2,0, siendo el óptimo 1,8. Valores inferiores a 1,6 
fueron interpretados como contaminación de la muestra por proteínas o por solventes 
orgánicos, por lo que en dichos casos se repitió el experimento realizando una nueva 
purificación del ADN. Valores superiores a 1,8 se interpretaron como un exceso de 
ARN, el cual se eliminó tratando la solución de ADN con ARNasa y purificando de 
nuevo la muestra según el método descrito anteriormente. 
Las muestras de ADN, con una concentración entre 1000 y 1500 μg/ml, fueron 
conservadas a una temperatura de -20 ºC en tubos Eppendorf, con el fin de evitar su 
degradación progresiva del ADN y la posible contaminación por microorganismos. 
 
2.5.3. Análisis de polimorfismos genéticos en el ADN obtenido 
La discriminación alélica de los polimorfismos analizados se llevó a cabo mediante la 
amplificación de las secuencias de ADN que contienen dichas regiones, utilizando 
para ello la técnica de la PCR a tiempo real. Se ha nombrado cada polimorfismo de 
acuerdo a su número de identificación (rs#)  según consta en la base de datos del 
National Center for Biotechnology (NCBI), disponible en 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP. 
Con la técnica de PCR a tiempo real, podemos detectar y evaluar la progresión de la 
reacción de amplificación en cada uno de sus ciclos. Esta técnica se fundamenta en la 
adaptación de un termociclador a un lector de fluorescencia el cual detecta la 
fluorescencia emitida por sondas o componentes intercalantes unidos al ADN. El 
76  
incremento de ADN en cada ciclo de amplificación se corresponde con un aumento de 
hibridación de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporción de 
fluorescencia emitida. El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la 
detección y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales. 
Para llevar a cabo la discriminación alélica de los polimorfismos se empleó el sistema 
StepOnePlus® con sondas TaqMan MGB® (Applied BiosystemsTM). Estas sondas son 
oligonucleótidos marcados que hibridan específicamente y constan de: 
-Un donador (fluorocromo) en el extremo 5´, que absorbe energía y pasa a un estado 
excitación, de tal manera que al volver al estado inicial, emite el exceso de energía en 
forma de fluorescencia. 
-Un aceptor (quencher) en el extremo 3´ que capta la energía de la fluorescencia 
liberada por el donador y la disipa en forma de calor. Para que la fluorescencia no sea 
emitida permanentemente, las moléculas donadora y aceptora deben estar 
espacialmente próximas, de tal manera que la parte aceptora pueda captar dicha 
energía en su totalidad. 
En los ensayos de discriminación alélica realizados para este estudio, los 
fluorocromos utilizados para el reconocimiento de cada alelo han sido VIC y FAM 
(con un espectro de excitación máximo λabs de 528 nm y 492 nm y un espectro de 
emisión máximo λem de 546 nm y 515 nm, respectivamente). 
Durante la PCR a tiempo real, y mientras la sonda conserve su integridad, la 
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor debido a su 
proximidad espacial. Sin embargo, durante la amplificación, la enzima ADN-
polimerasa, cuando se desplaza a lo largo de la cadena en su acción sintética, y debido 
a su actividad 5´exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5´ de la sonda, produciéndose 
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la liberación del fluorocromo donador. Esto provoca una separación física entre el 
donador y aceptor, por lo que la energía liberada no es captada por el aceptor, y la 









Figura 14. Mecanismo de acción de las sondas TaqMan® en la PCR. 
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2.6. Condiciones de la PCR para los polimorfismos genéticos analizados 
 
Las condiciones utilizadas para el análisis de los diferentes polimorfismos 
(rs35996865 [T>G] del gen ROCK1, rs2230774 [G>T] del gen ROCK2 y rs978906 
[T>C] del gen ROCK2) fueron las mismas, a excepción de las sondas utilizadas. Para 
un volumen total de 10 μl se utilizaron: 
 
• TaqMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG: 5 µl. 
• Sonda: 0,25 µl. 
• ddH2O: 4,25 µl.  
• ADN: 2 µl. 
Para la realización de la PCR a tiempo real se utilizaron las siguientes condiciones: 
 
Figura 15. Esquema de las condiciones de la PCR a tiempo real para el genotipado de los 
polimorfismos rs35996865 (T>G) del gen ROCK1, rs2230774 (G>T) del gen ROCK2 y rs978906 
(T>C) del gen ROCK2. A: intervalo de pre-PCR; B: desnaturalización inicial; C: desnaturalización; 





POLIMORFISMOS GENÉTICOS ESTUDIADOS  
Polimorfismo rs35996865 (T>G) del gen ROCK1. 
Las condiciones utilizadas para el estudio del rs35996865 (T>G) del gen ROCK1 
mediante PCR a tiempo real se detallan en la tabla 6. 
Tabla 6. Condiciones empleadas para el estudio del polimorfismo rs35996865 (T>G) del 
gen ROCK1. 
Condiciones de la PCR 
 
Cebadores 
        Sentido               5´-ACCTGTAACCCAAGGAGATGTG-3´ 
  Antisentido            5´-CACAATTGGCAGGAAAGTGG-3´ 
Programa 
1 ciclo 95 ºC durante 10 minutos 
40 ciclos 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 30 minutos 
respectivamente 
1 ciclo 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 60 minutos 
respectivamente 
Tamaño del fragmento                                       97 pb 
A continuación, se muestra un ejemplo de la gráfica de discriminación alélica 










Figura 16. Representación gráfica de la discriminación alélica del polimorfismo rs35996865   
(T>G) del gen ROCK1.  Cada nube de puntos de la gráfica representa a un genotipo concreto: los dos 
diferentes tipos de homocigotos en los extremos y el heterocigoto en el centro. 
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Polimorfismo rs2230774 (G>T) del gen ROCK2. 
Las condiciones utilizadas para el estudio del rs2230774 (G>T) del gen ROCK2 
mediante PCR a tiempo real se detallan en la tabla 7. 
Tabla 7. Condiciones empleadas para el estudio del polimorfismo rs2230774 (G>T) del 
gen ROCK2. 
Condiciones de la PCR 
 
Cebadores 
      Sentido               5´-AAGTGGGTTAGTCGGTTG-3´ 
  Antisentido            5´-GGCAGTTAGCTAGGTTTG-3´ 
Programa 
1 ciclo 95 ºC durante 10 minutos 
40 ciclos 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 30 minutos 
respectivamente 
1 ciclo 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 60 minutos 
respectivamente 
Tamaño del fragmento                                       97 pb 
A continuación, se muestra un ejemplo de la gráfica de discriminación alélica 










Figura 17. Representación gráfica de la discriminación alélica del polimorfismo rs2230774 (G>T) 
del gen ROCK2. 
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Polimorfismo rs978906 (T>C) del gen ROCK2. 
Las condiciones utilizadas para el estudio del rs978906 (T>C) del gen ROCK2 
mediante PCR a tiempo real se detallan en la tabla 8. 
Tabla 8. Condiciones empleadas para el estudio del polimorfismo rs978906 (T>C) del 
gen ROCK2. 
Condiciones de la PCR 
 
Cebadores 
     Sentido                5´-AAGTGGGTTAGTCGGTTG-3´ 
  Antisentido            5´-GGCAGTTAGCTAGGTTTG-3´ 
Programa 
1 ciclo 95 ºC durante 10 minutos 
40 ciclos 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 30 minutos 
respectivamente 
1 ciclo 95 ºC y 60 ºC durante 15 y 60 minutos 
respectivamente 
Tamaño del fragmento                                       97 pb 
A continuación, se muestra un ejemplo de la gráfica de discriminación alélica 










Figura 18. Representación gráfica de la discriminación alélica del polimorfismo rs978906 (T>C) 
del gen ROCK2. 
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MÉTODOS ESTADÍSTICOS.  
En nuestro trabajo, las variables cuantitativas se expresan mediante la media ± 
desviación estándar (DE) y fueron comparadas mediante el test de la t de Student. Las 
variables cualitativas por otro lado, se presentan como frecuencias absolutas y 
relativas, siendo analizadas mediante el test de la χ2. 
2.7. Análisis estadístico  
Las variables cuantitativas se presentan como media y DE y para su comparación se 
utilizó el test de la t de Student o el test de ANOVA en caso de que hubiera varias 
categorías. Las variables cualitativas se presentan como frecuencias absolutas y 
porcentajes y se utilizó el test de χ2 para su análisis. La correlación entre variables 
cuantitativas se realizó mediante el test de la R de Pearson.  
Para cada polimorfismo estudiado, se calculó en los controles la desviación del 
equilibrio de Hardy-Weinberg a través del test χ2. La asociación entre cada 
polimorfismo y la presencia de enfermedad se estudió asimismo mediante el test de la 
χ2, analizando la distribución de los genotipos mediante tablas de 3x2 y agrupando 
dichos datos en tablas 2x2 de frecuencia alélica y presencia alélica (comparando los 
portadores de un alelo frente al resto).149 En el caso de que en las tablas 2x2 las 
frecuencias esperadas fueran menores a 5, utilizamos el test exacto de Fisher. 
 
Para todos los polimorfismos se realizó el análisis comparativo de la distribución de 
las variantes genéticas estudiadas entre los pacientes alcohólicos frente a los controles 
sanos, pacientes alcohólicos con enfermedad hepática alcohólica frente a pacientes 
alcohólicos sin hepatopatía y pacientes alcohólicos con cirrosis frente a pacientes 
alcohólicos con hepatitis alcohólica. 
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Los análisis estadísticos descritos, así como los relativos a la descripción de las 
características de la muestra (pacientes y controles) se llevaron a cabo con el 
programa SPSS v21 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Se consideró significativo un 
valor de P < 0,05. 
2.8. Financiación 
El estudio se realizó principalmente en el marco del proyecto “Estudio de la vía de las 
Rho-quinasas en la respuesta inflamatoria ligada al consumo excesivo de alcohol” 
código GRS 1199/A/15, financiado por la Gerencia Regional de Salud de Castilla y 
León dentro de la convocatoria de Proyectos de Investigación en Biomedicina, 
Biotecnología y Ciencias de la Salud 2015. El investigador principal de este proyecto 
es el Dr. Miguel Marcos Martín y el doctorando es investigador colaborador del 
mismo. Así mismo, partes de este trabajo han sido financiadas o realizadas en el 
marco de siguientes proyectos: 
- GRS 1046/A/14 Análisis de la respuesta inflamatoria mediada por receptores tipo 
Toll tras el consumo intensivo de alcohol o binge drinking. Gerencia Regional de 
Salud de Castilla y León. Convocatoria de Proyectos de Investigación en 
Biomedicina, Biotecnología y Ciencias de la Salud 2014. IP: Miguel Marcos Martín.  
- PI16/01548. Análisis del papel de las MAP quinasas en la activación del TLR-4 tras 
el consumo intensivo de alcohol o binge drinking. Instituto de Salud Carlos III. 




3. RESULTADOS  
1. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LAS RHO-QUINASAS EN SANGRE 
PERIFÉRICA DE PACIENTES CON INTOXICACIÓN ALCOHÓLICA 
AGUDA 
Características de la muestra 
Las características detalladas de esta muestra, así como los resultados del patrón de 
consumo de alcohol de la misma obtenidos gracias al cuestionario recogido en la tabla  
2, se exponen en las tablas 9 y 10, que se muestran a continuación: 
 
Tabla 9. Características clínicas de los casos con intoxicación alcohólica aguda y 







Edad (años) 20,11 (4,28) 23,38 (2,92) < 0,001 
Relación varón/mujer 19/17 9/17 0,156 
AST (U/L) 26,34 (13,77) 17,72 (3,88) 0,003 
ALT (U/L) 19,60 (14,67) 16,06 (6,44) 0,328 
Cociente AST /ALT 1,46 (0,45) 1,21 (0,38) 0,051 
GGT (U/L) 19,60 (15,59) 13,44 (5,27) 0,022 
FA (U/L) 76,43 (35,93) 57,89 (19,20) 0,40 
LDH (U/L) 227,53 (119,96) 163,33 (29,69) 0,001 
Leucocitos/μL 8 903 (2 365) 8 001 (3 340) 0,027 
Etanol en sangre (g/L) 2,35 (0,53) 0 (0) < 0,001 
Las variables cuantitativas se muestran como media y desviación estándar (DE). Las variables 
cualitativas se presentan en valor absoluto (%). La significación estadística ha sido calculada mediante 
el test χ2 o el test de la t de Student. AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; 
GGT: γ-glutamiltranspeptidasa, FA: fosfatasa alcalina, LDH: lactato deshidrogenasa. 
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Tabla 10. Patrón de consumo de alcohol de los casos con intoxicación alcohólica 
aguda y de los controles. 





Diariamente 0 (0) 0 (0) 
Esporádicamente / Fines de semana 22 (61,11) 3 (11,53) 
Casi nunca / nunca 3 (8,30) 23 (88,46) 
Sin rellenar el cuestionario 11 (30,60) 0 (0) 
Los datos se muestran en valor absoluto (%). 
 
A la pregunta, “¿Consumes otro tipo de drogas? ¿Cuáles? ¿Con qué frecuencia?”, 
solo tres de los encuestados reconocieron consumir otro tipo de drogas, 
concretamente cannabis, haciéndolo de forma puntual.  
 
1.1. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica 
Los resultados de la expresión relativa de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica de 
los casos y controles se muestran en la figura 19. Encontramos diferencias 
estadísticamente significativas al comparar la expresión de ROCK1 y ROCK2 (P 
<0,001 y P = 0,013,  respectivamente) en la sangre de los pacientes recogida durante 
un episodio de intoxicación alcohólica respecto a los controles. A su vez, se detectó 
una fuerte correlación positiva entre la expresión de ROCK1 y ROCK2 (ρ = 0,666) 
estadísticamente significativa (P < 0,001), que fue mayor entre los pacientes 


















Figura 19. Expresión relativa de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica de pacientes con 
intoxicación alcohólica aguda y controles. La expresión relativa de ARNm para cada grupo se 
expresa con la media del valor y la desviación estándar. Las expresiones relativas se 
normalizaron con actina-ß (ACTB) y se calibraron con la media 2ΔΔCt de los controles. La 
significación estadística se calculó mediante la prueba de U de Mann-Whitney para muestras 
independientes. *P < 0,01; **P < 0,013. 
 
1.1.1. Influencia de la edad en la expresión relativa del ARNm de ROCK1 y ROCK2 
en sangre periférica 
Al estratificar los datos anteriores en dos grupos etarios (≤ de 27 años y ≥ de 28 años), 
hallamos también un aumento significativo de ambas isoformas entre los casos 
sometidos a un episodio de intoxicación alcohólica respecto a los controles. Sin 
embargo, solo obtuvimos resultados significativos en los pacientes con edad igual o 















Figura 20. Expresión de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica de pacientes con intoxicación 
alcohólica aguda según edad. (*P < 0,001 y **P < 0,05, respectivamente). La significación 
estadística se calculó mediante la prueba de U de Mann-Whitney para muestras independientes.  
 
1.1.2. Influencia del sexo en la expresión relativa del ARNm de ROCK1 y ROCK2 en 
sangre periférica 
 
Al estratificar los datos obtenidos en la muestra global, separándolos en función del 
sexo, encontramos un incremento de la expresión tanto de ROCK1 como de ROCK2 
en ambos sexos al compararlo con los controles; si bien sólo fue estadísticamente 
significativo en el sexo femenino (P< 0,001 y P < 0,05 respectivamente). 
 
Figura 21. Expresión de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica de pacientes con intoxicación 
alcohólica aguda según sexo. (*P < 0,001 y **P < 0,05, respectivamente). La significación estadística 
se calculó mediante la prueba de U de Mann-Whitney para muestras independientes.  
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2. CORRELACIÓN ENTRE LA EXPRESIÓN DE ARNm DE RHO-
QUINASAS, MEDIADORES INFLAMATORIOS Y TLR, Y NIVELES DE 
ETANOL 
 
2.1 Correlación entre la expresión de ROCK1, ROCK2 y la alcoholemia 
Al realizar un análisis de manera exclusiva sobre los casos, se establece una 
correlación negativa, estadísticamente significativa (r= -0,358; P = 0,032), entre los 
niveles de etanol en sangre con la expresión relativa de ROCK1.  Dicha correlación 
negativa moderada y estadísticamente significativa también se encontró respecto a los 
niveles de ROCK2 (r = - 0,412; P = 0,013). 
Figura 22. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la alcoholemia (g/L); casos. Hallamos una 
correlación negativa (r = -0,358; P = 0,032). La significación estadística se calculó mediante el 




Sin embargo, si se excluye el valor outlier (situado en la parte superior izquierda de la 
figura 22), encontramos igualmente una correlación negativa pero no significativa 
para ROCK1 (r= -0,167; P = 0,340). Igualmente, se constata una correlación negativa 
en el caso ROCK2 (r= -0,268; P = 0,120), no significativa.  
Figura 23. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la alcoholemia (g/L); casos excluyendo 
valor outlier. Hallamos una correlación negativa (r = -0,167; P = 0,340). La significación estadística se 














Al realizar un análisis sobre toda la muestra (casos con intoxicación alcohólica y 
controles), se establece una correlación positiva entre los niveles de etanol en sangre 
con la expresión relativa de ROCK1, estadísticamente significativa (r= 0,273; P = 
0,032). No se encontraron diferencias significativas respecto a los niveles de ROCK2 
(r = 0,163; P = 0,205).     
 
Figura 24. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la alcoholemia (g/L); muestra global 
Hallamos una correlación positiva (r = 0,273; P = 0,032). La significación estadística se calculó 






Al volver a analizar la muestra global de casos y controles, eliminando el valor 
outlier, encontramos también una correlación positiva estadísticamente significativa 
para ROCK1 (r= 0,358; P = 0,005) y no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas respecto a ROCK2 (r= 0,207; P = 0,110). 
Figura 25. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la alcoholemia (g/L); muestra global 
excluyendo el valor outlier. Hallamos una correlación positiva estadísticamente significativa  (r = 











2.2. Correlación entre la expresión relativa de ARNm de ROCK1 y ROCK2 y la 
de TLR durante el episodio de intoxicación alcohólica 
El conjunto de correlaciones entre los niveles de ARNm de TLR y las rho-quinasas se 
muestran en la tabla 11. Al analizar la expresión relativa de ROCK1 y ROCK2 y su 
relación con los niveles de TLR-1 y TLR-2, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas. En cambio, encontramos una correlación positiva 
estadísticamente significativa, entre la expresión relativa de ROCK1 y los niveles de 
TLR-4, tanto para el conjunto de la muestra global (r = 0,486,P = 0,001) como para el 
análisis restringido solo a los casos (r= 0,423, P = 0,044). Esta correlación se observa 
también con el análisis con ROCK2 en la muestra global (r = 0,493 P = 0,001) y en 
los casos (r= 0,466, P = 0,024) . Sin embargo, en este último caso, el resultado varía 
hacia la no significación tras la eliminación de un valor outlier (r = 0,208, P = 0,351). 
 








r = 0,083 (P = 
0,616) 
r = 0,167 (P = 
0,276) 
r = 0,486 (P = 
0,001) 
Casos 
r = 0,038 (P = 
0,874 ) 
r = 0,067 (P = 
0,760) 
r = 0,423 (P = 
0,044 ) 
Controles 
r = 0,615 (P = 
0,005) 
r = 0,620 (P = 
0,002) 





r = -0,058 (P = 
0,742) 
r = 0,018 (P = 
0,907) 
r = 0,493 (P = 
0,001) 
Casos 
r = 0,034 (P = 
0,887) 
r = 0,056 (P = 
0,797) 
r = 0,466 (P = 
0,024 ) 
Controles 
r = 0,030 (P = 
0,913) 
r = 0,095 (P = 
0,716) 
r = 0,075 (P = 
0,780) 






























Figura 26. Correlación entre la expresión de ROCK1 y el TLR-4; muestra global. Hallamos una 
correlación positiva (r = 0,486; P = 0,001). La significación estadística se calculó mediante el 


























Figura 27. Correlación entre la expresión de ROCK2 y el TLR-4; muestra global. Hallamos una 
correlación positiva (r = 0,493; P = 0,001). La significación estadística se calculó mediante el 
































Figura 28. Correlación entre la expresión de ROCK1 y el TLR4; casos. Hallamos una correlación 
positiva (r = 0,423; P = 0,044). La significación estadística se calculó mediante el coeficiente de 
























Figura 29. Correlación entre la expresión de ROCK2 y el TLR4; casos. Hallamos una correlación 
positiva (r = 0,466; P = 0,024). La significación estadística se calculó mediante el coeficiente de 






2.3. Correlación entre la expresión relativa de ARNm de ROCK1 y ROCK2 y de 
citoquinas inflamatorias (IL1-β, IL-8, TNF-α) durante el episodio de intoxicación 
alcohólica 
Los resultados obtenidos tras el análisis del conjunto de correlaciones entre los 
niveles en sangre de ARNm de citoquinas inflamatorias y las rho-quinasas se 
muestran en la tabla 12. Al analizar la expresión relativa de ROCK1 y ROCK2 y su 
relación con los niveles de TNF-α, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas, ni en la muestra global, ni al seleccionar los casos. Sin embargo, sí que 
se obtiene una correlación positiva entre ROCK1 y el TNF-α en el grupo control (r = 
0,569, P = 0,007). 
Por otro lado, hallamos una correlación positiva, estadísticamente significativa, entre 
la expresión relativa de ARNm de ROCK1 y de IL1-β e IL-8. Este hallazgo se 
mantiene tanto en el grupo global de ROCK1 para la IL1-β (r = 0,443, P = 0,003) e 
IL-8 (r = 0,562, P = 0,001) como para los el análisis exclusivo de los casos (r = 0,423, 
P = 0,044) y (r = 0,483, P = 0,023) para la IL1-β e IL-8 respectivamente. Sin 
embargo, la inspección de la gráfica de correlación nos indica la existencia de un 
claro valor outlier, cuya eliminación ofrece los resultados mostrados en la Tabla 13. 
La única correlación de las mencionadas que se mantiene sería la obtenida entre 
ROCK1 y la IL-8 en el análisis de la muestra global y los casos, con una correlación 





En el caso de ROCK2, encontramos una correlación positiva, tanto en el grupo global 
como en el análisis de los casos respecto a la IL1-β (r= 0,496, P = 0,002) y (r= 0,466, 
P = 0,025) respectivamente. Esta significación se pierde al realizar de nuevo el 
análisis eliminado un valor outlier. Respeto al análisis de ROCK2 con la IL-8, no 
encontramos diferencias estadísticamente significativas en el análisis de los casos (r = 
0,304, P = 0,169). Sin embargo, al eliminar el valor outlier, hallamos una correlación 
positiva fuerte significativa (r = 0,856, P = 0,001). 
Tabla 12. Correlaciones entre ROCK1/ROCK2 y citoquinas inflamatorias 
Isoforma 
ROCK 




r = 0,443 (P = 
0,003) 
r = 0,562 (P = 
0,001) 
r = 0,025 (P = 
0,874) 
Casos 
r = 0,423 (P = 
0,044) 
r = 0,483 (P = 
0,023) 
r = 0,013 (P = 
0,955) 
Controles 
r = -0,161 (P = 
0,511) 
r = 0,256 (P = 
0,305) 





r = 0,496 (P = 
0,002) 
r = 0,386 (P = 
0,018) 
r = -0,153 (P = 
0,351) 
Casos 
r = 0,466 (P = 
0,025) 
r = 0,304 (P = 
0,169) 
r = -0,104 (P = 
0,645) 
Controles 
r = -0,226 (P = 
0,437) 
r = 0,130 (P = 
0,644) 
r = 0,151 (P = 
0,564) 
r = Coeficiente de correlación de Pearson. P = Significación estadística. IL= Interleucina. TNF = 
Factor de necrosis tumoral. 
 
 
Tabla 13. Correlaciones entre ROCK1/ROCK2 y citoquinas inflamatorias sin el 
valor outlier  
Isoforma 
ROCK 




r = 0,260 (P = 
0,100) 
r = 0,803 (P = 
0,001) 
r = 0,140 (P = 
0,377) 
Casos 
r = 0,199 (P = 
0,374) 
r = 0,793 (P = 
0,001) 
r = 0,211 (P = 
0,358) 
Controles 
r = -0,161 (P = 
0,511) 
r = 0,256 (P = 
0,305) 





r = 0,292 (P = 
0,083) 
r = 0,862 (P = 
0,001) 
r = -0,134 (P = 
0,421) 
Casos 
r = 0,208 (P = 
0,352) 
r = 0,856 (P = 
0,001) 
r = 0,071 (P = 
0,759) 
Controles 
r = -0,226 (P = 
0,437) 
r = 0,130 (P = 
0,644) 
r = 0,151 (P = 
0,564) 
r = Coeficiente de correlación de Pearson. P = Significación estadística. IL= Interleucina. TNF = 



























Figura 30. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la IL1- β; muestra global. Hallamos una 
correlación positiva (r = 0,443; P = 0,003). La significación estadística se calculó mediante el 



























Figura 31. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la IL-8; muestra global. Hallamos una 
correlación positiva (r = 0,562; P = 0,001). La significación estadística se calculó mediante el 




























Figura 32. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la TNF-α; muestra global. Hallamos una 
correlación positiva no significativa  (r = 0,025; P = 0,874). La significación estadística se calculó 























Figura 33. Correlación entre la expresión de ROCK1 y el TNF-α; controles. Hallamos una 
correlación positiva fuerte  (r = 0,569; P = 0,007). La significación estadística se calculó mediante el 



























Figura 34. Correlación entre la expresión de ROCK2 y la IL1- β; muestra global. Hallamos una 
correlación positiva (r = 0,496; P = 0,002). La significación estadística se calculó mediante el 




























Figura 35. Correlación entre la expresión de ROCK2 y la IL-8; muestra global. Hallamos una 
correlación positiva (r = 0,386; P = 0,018). La significación estadística se calculó mediante el 
coeficiente de correlación de Pearson. 
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3. EXPRESIÓN DE RHO-QUINASAS EN UN MODELO CELULAR IN VITRO 
TRAS LA EXPOSICIÓN A ETANOL 
 
3.1. Expresión de rho-quinasas en células mononucleadas de sangre periférica 
expuestas a etanol 
Al analizar la expresión de las rho-quinasas en CMSP en controles sanos tras 
exposición in vitro con etanol, LPS, y su combinación; encontramos diferencias 
significativas respecto a la expresión de ROCK1 y las tres condiciones anteriormente 
expuestas (P=0,033; P=0,033; P=0,002, respectivamente). Como podemos observar 
en la figura 36, la expresión de ROCK1 es superior cuando se da la condición 
conjunta de etanol y LPS. No encontramos expresión de ROCK2 en las células 




Figura 36. Expresión de ROCK1 en CMSP de controles sanos intoxicadas con etanol in vitro. (*P 
< 0,033;  **P < 0,033 y ***P < 0,002, respectivamente). Las células fueron expuestas a etanol (6 
horas), LPS (1 hora) y etanol + LPS (6 horas/1 hora). La significación estadística se calculó mediante 




3.2. Expresión de rho-quinasas en astrocitos de ratón expuestos a etanol 
 
Al realizar el análisis de la expresión de las rho-quinasas en astrocitos de ratón, 
encontramos diferencias significativas entre los niveles de ROCK1 y las muestras 
intoxicadas in vitro con etanol,  (P=0,032). No hallamos diferencias relevantes en los 
niveles de ROCK1 con el LPS o con la combinación etanol/LPS. 
 
 
Figura 37. Expresión de ROCK1 en astrocitos de ratón expuestos a etanol. (*P = 0,032). Las 
células fueron expuestas a etanol (24 horas), LPS (1 hora) y etanol + LPS (24 horas/1 hora). La 










4. ASOCIACIÓN ENTRE LOS POLIMORFISMOS GENÉTICOS DE LAS 
RHO-QUINASAS Y LA PRESENCIA DE ENFERMEDAD ASOCIADA AL 
CONSUMO DE ALCOHOL 
4.1. Polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1 
Los resultados obtenidos al analizar el polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1 se 
muestran en las tablas 14 y 15. El análisis de distribución genotípica muestra 
diferencias, en el límite de la significación estadística (P = 0,05), entre los pacientes 
con consumo excesivo de alcohol que desarrollaron enfermedad hepática alcohólica y 
los pacientes alcohólicos sin hepatopatía, diferencia que no se replicó en el análisis de 
presencia alélica o de frecuencias alélicas. No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas respecto a la distribución de los genotipos o los alelos 
entre los grupos de alcohólicos y el grupo de los controles ni entre los paciente que 
desarrollaron cirrosis hepática alcohólica (CHA) frente a los pacientes que 
desarrollaron hepatitis alcohólica (HA). Las frecuencias genotípicas en controles 
cumplieron el equilibrio de Hardy-Weinberg (χ2 = 0,511; p = 0,474). 
Tabla 14. Distribución de los genotipos del polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1. 
Grupo 
Individuos 
Frecuencias genotípicas (%) 








405 231 (57%) 146 (36,1%) 28 (6,9%) 
      Sin EHA  201 108 (53,7%) 83 (41,3%) 10 (5%) 
      Con EHA 204 123 (60,3%) 63 (30,9%) 18 (8,8%) 
Cirrosis  99 57 (57,6%) 36 (36,4%) 6 (6,1%) 
Hepatitis 105 66 (62,9%) 27 (25,7%) 12 (11,4%) 
 
Controles  217 122 (56,2%) 84 (38,7%) 11 (5,1%) 
 
EHA: Enfermedad hepática alcohólica. Alcohólicos frente a controles (P = 0,590). Alcohólicos con 
EHA frente a alcohólicos sin EHA (P = 0,050). Alcohólicos con cirrosis frente a hepatitis alcohólica (P 
= 0,152).  
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Presencia alélica (%) Frecuencia alélica (%) 








405 376 (92,8%) 175 (43,2%) 202 (25%) 608 (75%) 
    Sin EHA 201 191 (95%) 94 (46,8%) 103 (25,6%) 299 (74,4%) 
    Con EHA 204 185 (90,7%) 81 (39,7%) 99 (24,3%) 309 (75,7%) 
      Cirrosis 99 93 (94%) 42 (42,4%) 48 (24,2%) 150 (75,8%) 
      Hepatitis 105 92 (87,6%) 39 (37,1%) 51 (24,3%) 159 (75,7%) 
       
       
Controles 217 206 (94,9%) 95 (43,8%) 106 (24,4%) 328 (75,6%) 
EHA: Enfermedad hepática alcohólica. Alcohólicos frente a controles (P = 0,952). Alcohólicos con 
EHA frente a alcohólicos sin EHA (P = 0,655). Alcohólicos con cirrosis frente a hepatitis alcohólica (P 
= 0,812).  
 
 
4.2. Polimorfismo rs2230774 del gen ROCK2 
Los resultados obtenidos al analizar el polimorfismo rs2230774 del gen ROCK2 en 
relación con la presencia de hepatopatía o alcoholismo  se muestran en las tablas 16 y 
17. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas respecto a la 
distribución de los genotipos o los alelos entre los grupos de alcohólicos y el grupo de 
los controles (P = 0,745 ). A su vez, no se observaron diferencias significativas entre 
los pacientes con consumo excesivo de alcohol que desarrollaron enfermedad 
hepática alcohólica y los que no (P = 0,401). Por último, dentro del grupo de los 
pacientes con EHA, no se hallaron diferencias significativas entre los paciente que 





Tabla 16. Distribución de los genotipos del polimorfismo rs2230774 del gen ROCK2. 
Grupo 
Individuos 
Frecuencias genotípicas (%) 








412 113 (27,4%) 206 (50%) 93 (22,6%) 
      Sin EHA  204 62 (30,4%) 97 (47,5%) 45 (22,1%) 
      Con EHA 208 51 (24,5%) 109 (52,4%) 48 (23,1%) 
Cirrosis  102 28 (27,5%) 56 (54,9%) 18 (17,6%) 
Hepatitis 106 23 (21,7%) 53 (50%) 30 (28,3%) 
 
Controles  220 57 (25,9%) 117 (53,2%) 46 (20,9%) 
EHA: Enfermedad hepática alcohólica. Alcohólicos frente a controles (P = 0,745). Alcohólicos con 
EHA frente a alcohólicos sin EHA (P = 0,401). Alcohólicos con cirrosis frente a hepatitis alcohólica (P 
= 0,174).  
 
 
Tabla 17. Distribución y presencia alélica del polimorfismo rs2230774 del gen ROCK2. 
Grupo 
Individuos 
Presencia alélica (%) Frecuencia alélica (%) 








412 319 (77,4%) 299 (72,6%) 392 (47,6%) 432 (52,4%) 
Sin EHA 204 159 (77,9%) 142 (69,6%) 187 (45,8%) 221 (54,2%) 
Con EHA 208 160 (76,9%) 157 (75,5%) 205 (49,3) 211 (50,7%) 
         Cirrosis 102 84 (82,4%) 74 (72,5%) 92 (45,1%) 112 (54,9%) 
Hepatitis 106 76 (71,7%) 83 (78,3%) 113 (53,3%) 99 (46,7%) 
       
       
Controles 220 174 (79,1%) 163 (74,1%) 209 (47,5%) 231 (52,5%) 
EHA: Enfermedad hepática alcohólica. Alcohólicos frente a controles (P = 0,997). Alcohólicos con 
EHA frente a alcohólicos sin EHA (P = 0,322). Alcohólicos con cirrosis frente a hepatitis alcohólica (P 
= 0,339).  
 
 
La distribución de los genotipos de este polimorfismo en los controles sanos no se 




4.3. Polimorfismo rs978906 del gen ROCK2 
Los frecuencias genotípicas obtenidas al analizar el polimorfismo rs978906 del gen 
ROCK2 se muestran en las tabla 18. No se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas respecto a la distribución de los genotipos entre los grupos de 
alcohólicos y el grupo de los controles. Tampoco se observaron diferencias 
significativas entre los pacientes que desarrollaron EHA y los que no o entre los 
paciente que desarrollaron CHA o los pacientes que desarrollaron HA.  
 




Frecuencias genotípicas (%) 








399 104 (26,1%) 201 (50,4%) 94 (23,5%) 
      Sin EHA  203 52 (25,6%) 101 (49,8%) 50 (24,6%) 
      Con EHA 196 52 (26,5%) 100 (51%) 44  (22,4%) 
Cirrosis  100 23 (23%) 55 (55%) 22 (22%) 
Hepatitis 96 29 (30,2%) 45 (46,9%) 22 (22,9%) 
 
Controles  217 48 (22,1%) 108 (49,8%) 61 (28,1%) 
EHA: Enfermedad hepática alcohólica. Alcohólicos frente a controles (P = 0,358). Alcohólicos con 
EHA frente a alcohólicos sin EHA (P = 0,876). Alcohólicos con cirrosis frente a hepatitis alcohólica (P 
= 0,447).  
Las frecuencias genotípicas en controles cumplían el equilibrio de Hardy-Weinberg 
(χ2 = 0; p = 0,988). 
 
En la tabla 19 se muestran los resultados del análisis del polimorfismo respecto a la 
distribución de alelos entre los grupos de alcohólicos y el grupo de los controles. 








Presencia alélica (%) Frecuencia alélica (%) 








399 303 (75,9%) 290 (72,7%) 389 (48,7%) 409 (51,3%) 
Sin EHA 203 153 (75,4%) 150 (81,3%) 201 (49,5%) 205 (50,5%) 
Con EHA 196 150 (76,5%) 140 (71,4%) 188 (48%) 204 (52%) 
         Cirrosis 100 78 (78%) 77 (77%) 99 (49,5%) 101 (50,5%) 
Hepatitis 96 72 (75%) 63 (66%) 89 (46,4%) 103 (53,6%) 
       
       
Controles 217 156 (71,9%) 169 (77,9%) 230 (53%) 204 (47%) 
EHA: Enfermedad hepática alcohólica. Alcohólicos frente a controles (P = 0,076). Alcohólicos con 
EHA frente a alcohólicos sin EHA (P = 0,661). Alcohólicos con cirrosis frente a hepatitis alcohólica (P 
















5. ESTUDIO FUNCIONAL DE LOS POLIMORFISMOS rs35996865 de ROCK1  
y rs2230774, rs978906 de ROCK2 
 
El estudio funcional de los polimorfismos ROCK1 (rs35996865) y ROCK2 
(rs2230774 y rs978906) en relación con la expresión de ARNm de dichas quinasas 
según sus diferentes genotipos arrojó los siguientes resultados. 
 
5.1 Análisis de la muestra global 
Los resultados del análisis de la muestra global (incluyendo casos y controles) se 
muestran en la tabla 20, que refleja la relación entre la expresión de las rho-quinasas 
en función de los distintos genotipos de los tres polimorfismos analizados. 
 
Tabla 20. Expresión relativa de ARNm de ROCK1 y ROCK2 en función de los 
diferentes genotipos los diferentes genotipos de los polimorfismos ROCK1 (rs35996865) y 




(media y DE) 
P-valor  
(ANOVA) 









20 5,62 (2,05) 
25 10,22 (3,05) 
4 3,04 (1,41) 









11 6,57 (3,19) 
25 8,89 (3,01) 
13 6,58 (2,48) 









14 6,53 (2,29) 
24 9,02 (3,13) 
11 6,57 (3,19) 
DE (desviación estándar) 
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Como se observa en la tabla 20 y en las figuras 38-40, no se encontraron resultados 
estadísticamente significativos en el análisis global de la muestra entre los diferentes 














Figura 38. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de los genotipos en el 














Figura 39.  Expresión relativa del ARNm de ROCK2 en función de los genotipos en el 













Figura 40. Expresión relativa del ARNm de ROCK2 en función de los genotipos en el 
polimorfismo ROCK2 (rs978906). 
 
Sin embargo, al analizar las diferencias entre los genotipos del polimorfismo ROCK1 
(rs35996865), sí encontramos diferencias estadísticamente significativas (P = 0,045) 
al agrupar los portadores del alelo T (GT + TT) y compararlos con aquellos 
portadores del genotipo GG. De esta forma, los portadores del alelo T (genotipos GT 
y TT combinados) tendrían una expresión relativa media de ROCK1 de 8,18 (SD 












Figura 41. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de la presencia alélica del 
polimorfismo ROCK1 (rs35996865) en la muestra global. Se observan diferencias significativas (P 
= 0,045) entre la expresión en portadores del genotipo GG frente a los portadores del alelo T 
(genotipos GT+TT).  
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5.2 Análisis de los casos 
En la tabla 21 se muestran los resultados del análisis de la expresión del ARNm de las 
Rho-quinasas en función del genotipo en los casos con intoxicación alcohólica. 
 
Tabla 21. Expresión relativa de ARNm de ROCK1 y ROCK2 en función de los 
diferentes genotipos los diferentes genotipos de los polimorfismos ROCK1 (rs35996865) y 
ROCK2 (rs2230774 y rs978906) y respectivamente, en la muestra agrupada por casos.  
Polimorfismo N 
Expresión relativa 
(media y DE) 
P-valor  
(ANOVA) 









10 7,86 (3,73) 
14 16,98 (4,74) 
3 3,92 (1,57) 









6 11,24 (5,26) 
13 14,03 (5,32) 
8 9,79 (3,62) 









9 9,34 (3,23) 
12 14,71 (5,74) 
6 11,25 (5,26) 
 
DE (desviación estándar) 
 
No se encontraron resultados estadísticamente significativos en el análisis de los casos 












Figura 42. Expresión relativa de los genotipos en el polimorfismo ROCK1 (rs35996865) limitado 
a los casos de la muestra global.  
 
Dentro del estudio de los casos con intoxicación alcohólica, analizando las diferencias 
entre los genotipos del polimorfismo ROCK1 (rs35996865), encontramos diferencias 
estadísticamente significativas (P = 0,018) al agrupar los portadores del alelo T (GT + 
TT) y compararlos con aquellos portadores del genotipo GG. De esta manera, los 
portadores del alelo T (genotipos GT y TT combinados) tendrían una expresión media 
de 13,18 (SD 15,92 ) frente a una expresión de 3,92 (SD 2,72 ) en aquellos portadores 




Figura 43. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de la presencia alélica del 
polimorfismo ROCK1 (rs35996865) en los casos. Se observan diferencias significativas (P = 0,018) 
del genotipo GG frente a los portadores del alelo T (genotipos GT+TT).  
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5.3 Análisis de los controles 
 
Los resultados obtenidos del análisis de los controles dentro de la muestra global se 
detallan en la tabla 22. La relación entre la expresión de las rho-quinasas y la 
presencia de los distintos genotipos de los tres polimorfismo analizados se ha 
expresado mediante la media aritmética y la desviación típica. 
Tabla 22. Expresión relativa de los diferentes genotipos de los polimorfismos ROCK1 
(rs35996865) y ROCK2 (rs2230774 y rs978906), controles.  
Polimorfismo N 
Expresión relativa 
(media y DE) 
P-valor  
(ANOVA) 









10 3,38 (1,68) 
11 1,62 (0,59) 
1 0,41 









5 0,95 (0,46) 
12 3,33 (1,44) 
5 1,46 (0,58) 









5 1,45 (0,58) 
12 3,33 (1,44) 
5 0,95 (0,46) 
 
DE (desviación estándar) 
 
No se encontraron resultados estadísticamente significativos en el análisis de los 







Este trabajo presenta un análisis amplio, en modelos in vivo y con modelos celulares 
in vitro, del efecto del etanol sobre la activación de las rho-quinasas. Es importante 
reseñar en primer lugar por tanto, que el hecho de analizar los efectos del etanol sobre 
el sistema inmune tanto en sangre periférica de pacientes como en estudios in vitro 
conlleva sus diferencias y complejidades, tanto a nivel metodológico como a la hora 
de la interpretación de los hallazgos realizados. Los estudios in vivo permiten un 
análisis global de la compleja interacción entre las células del sistema inmunitario y 
los diferentes reguladores de la homeostasis fisiológica del cuerpo humano. Por otro 
lado, el diseño del estudio in vitro, nos ha permitido el análisis específico del efecto 
de la intoxicación etílica con importantes cantidades de alcohol en células como los 
astrocitos, el cual no se podría haber realizado de otra manera, teniendo en cuenta las 










1. EXPRESIÓN DE RHO-QUINASAS EN VIVO DURANTE EL EPISODIO DE 
INTOXICACIÓN AGUDA O CONSUMO INTENSIVO DE ALCOHOL 
A) CONSIDERACIONES METODOLÓGICAS 
Selección de casos y controles in vivo.  
Nuestro trabajo se ha diseñado como un estudio transversal del tipo casos y controles. 
En este tipo de estudios, se intenta determinar si existe una asociación entre una 
determinada enfermedad y una serie de variables potencialmente relacionadas sin que 
el investigador ejerza ninguna influencia en el proceso, limitándose a ser un mero 
observador.150 
 
En el caso de este trabajo, nuestro objetivo ha sido por un lado, el de analizar la 
expresión de los ARNm de las rho-quinasas en sus isoformas ROCK1 y ROCK2 en 
sangre periférica de personas que consumen alcohol en elevada cantidad en una única 
ocasión (binge drinking  o consumo intensivo de alcohol) respecto a controles,  así 
como correlacionar esta expresión de las rho-quinasas con la secreción de citoquinas 
pro-inflamatorias (TNF-alfa e IL-8, IL1-beta) y TLR. Por otro lado, y ya en modelos 
celulares in vitro, investigar su expresión tras la exposición a etanol tanto en células 
mononucleadas de sangre periférica como en astrocitos de ratón. Por último, hemos 
analizado la distribución de tres polimorfismos (rs35996865 [T>G] del gen ROCK1, 
rs2230774 [G>T] y rs978906 [T>C] del gen ROCK2 en pacientes alcohólicos con 




Para el diseño de un estudio de casos y controles se requiere la selección de dos 
grupos de individuos, diferenciándose aquellos en los que se presenta la enfermedad 
(casos) y aquellos en los que no (controles, en nuestro caso, en ausencia de 
intoxicación alcohólica aguda). De esta manera pueden estudiarse las diferencias en 
determinadas variables en ambos grupos. Sin embargo, este diseño no está exento de 
sesgos. Los sesgos más importantes y comunes serían los realizados durante la 
selección de los casos y de los controles, así como la presencia de variables o factores 
de confusión. En nuestro estudio, un punto potencialmente posible de sesgo sería el 
patrón de consumo de alcohol previo a la inclusión de nuestro trabajo, sobre todo, 
teniendo en cuenta que la respuesta inflamatoria asociada al consumo intensivo de 
alcohol podría ser diferente en sujetos que se someten a episodios de binge drinking 
repetidos frente aquellos que presentaran estos episodios de forma esporádica o bien 
en el que caso de que se tratara de su primer episodio.  
En este aspecto, existen estudios con datos obtenidos en modelos animales en la 
expresión de otros genes que sí que parecen indicar una variación en dicha expresión 
ante los episodios repetidos binge drinking.151 Este dato podría explicar, como 
discutiremos más adelante, los diferentes resultados obtenidos en función del género. 
 
Respecto a la selección de los controles, estos deben ser lo más parecidos en sus 
características a los casos. Es por ello que deben escogerse sujetos con una 
distribución similar en edad, sexo, raza… y cualquier otra variable que se considere 
potencialmente relacionada con la variable objeto de estudio. De esta manera, 
conseguimos una menor presencia de posibles factores de confusión así como un 
aumento de la eficiencia estadística.152-153 En nuestro trabajo, aunque los grupos de 
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estudio fueron representativos respecto a la edad y sexo de la población en riesgo para 
intoxicación etílica aguda, hay diferencias en estas variables debido a que la inclusión 
de controles resultó más complicada de lo previsto ante la dificultad de encontrar 
sujetos de la edad objetivo sin episodios de consumo intensivo de alcohol. Para 
resolverlo, inicialmente se planificó un diseño de casos autocontrolados, en el que 
cada sujeto serviría como su propio control en situación de abstención de consumo de 
alcohol, pero la colaboración en este aspecto no fue la deseada (en buena medida por 
el elevado número de participantes que no tenían su lugar de residencia habitual en la 
provincia de Salamanca) y no pudo completarse el diseño de esta manera.  
 
Es por ello, que se decidió la selección del grupo control con criterios estrictos de no 
consumo de alcohol habitual o previo. Para ello, se recurrió a la participación de 
voluntarios sanos, principalmente estudiantes de las ramas sanitarias tanto de 
Medicina como de Enfermería en periodo de formación, que se encontraran rotando 
en los servicios de Urgencias o Medicina Interna del Complejo Asistencial 
Universitario de Salamanca. Por este motivo y debido a las dificultades arriba 
expuestas, la edad de los controles fue ligeramente superior a la de los casos (media 
de edad 20 años en los casos respecto a una media de 23 de los controles). Sin 
embargo, no consideramos que se hayan alterado de manera significativas los 
resultados de nuestro trabajo debido a la diferencia mínima existente así como los 




Para evitar la posible presencia de otros sesgos de confusión se emplearon criterios de 
inclusión y exclusión estrictos. De esta manera, se definieron como criterios de 
exclusión de los casos aquellos pacientes con consumo previo de otra droga 
exceptuando la nicotina. Esto incluyó el consumo de anfetaminas, heroína, cocaína, 
cannabis, drogas de diseño o benzodiacepinas, descartando su consumo a través de la 
ausencia de signos de uso de dichas sustancias de abuso y de un análisis toxicológico 
realizado en la orina. Además, en el momento de otorgar el consentimiento para la 
inclusión del estudio, se excluía a los pacientes que reconocieran el consumo de estas 
sustancias. 
 
Si bien en la primera muestra de estudio no se encontraron diferencias en la 
distribución del sexo de casos y controles, en la muestra utilizada para el análisis de 
los polimorfismos genéticos en pacientes con consumo excesivo de alcohol y/o 
hepatopatía alcohólica, encontramos que la muestra se compuso en su totalidad por 
varones, lo cual supone por un lado la posibilidad de controlar directamente este 
posible factor de confusión en el análisis genético pero a la vez una limitación 
importante para la generalización de los resultados en esta parte de nuestro trabajo. 
 
Para finalizar, comentar que un posible sesgo de nuestro estudio consistiría en 
considerar el consumo de tabaco como un factor de confusión. Si bien algunos 
trabajos indican que los sujetos fumadores pueden presentar un aumento de los 
niveles de citoquinas inflamatorias circulantes,154-155 otros autores no han conseguido 
demostrar esta asociación.156 
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Consideraciones metodológicas de los estudios de expresión relativa del ARNm 
de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica 
El análisis del ARNm en sangre periférica nos permite visualizar una imagen global 
de la respuesta del sistema inmune ante un consumo agudo e intenso de alcohol, sin 
embargo, no nos permite valorar la respuesta específica de diferentes tipos celulares. 
Debe tenerse en cuenta que debido a la naturaleza de la recogida de este tipo de 
muestras (habitualmente en el servicio de Urgencias hospitalarias, en horario nocturno 
y durante fines de semana en la mayoría de los casos), no ha sido posible realizar con 
detalle determinados estudios funcionales o procesar las muestras para recoger los 
diferentes tipos celulares. Para complementar esta parte del estudio y subsanar, en 
parte, esta limitación, se ha realizado un análisis posterior en modelos celulares de 
exposición a etanol in vitro.  
Obtención y procesamiento de las muestras 
La adecuada obtención de las muestras así como la purificación de su ARN son, junto 
con la correcta selección de los sujetos participantes en el estudio, uno de los pasos 
más importantes desde el punto de vista metodológico. Este paso es determinante ya 
que va a determinar la reproducibilidad y consistencia de los resultados posteriores de 
la PCR. Es por esto que es fundamental cuantificar y evaluar con precisión la calidad 
del ARN extraído antes de realizar la transcripción reversa.157 
Tal y como se ha detallado anteriormente, se ha llevado un meticuloso proceso en el 
procesamiento de las muestras hasta obtener el ARN. De igual manera, se ha hecho 
especial hincapié en un correcto almacenamiento de las mismas para evitar 
degradación del ARN o la contaminación por microorganismos. Como se ha descrito, 
la cuantía del ARN obtenido así como su pureza se determinaron mediante un 
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espectrofotómetro, utilizado el cociente DO260 / DO280 para determinar el grado de 
contaminación, considerándose como aceptables aquellos valores comprendidos entre 
1,6 y 2,0.  
Por otro lado, se debe tener en cuenta la diferencia horaria en la obtención de las 
muestras de casos (como se ha comentado, en horario nocturno principalmente), y los 
controles, ya que en estos últimos la recogida se realizó sobre todo por la mañana. 
Diferentes estudios han descrito variaciones circadianas en la secreción de las 
citoquinas inflamatorias, con diferencias inter-individuales, lo cual puede ser una 
limitación en los resultados a tener en cuenta en nuestro trabajo.158-159 
Optimización de la PCR 
Para examinar los cambios de expresión de uno o más genes de interés a partir del 
ARN, la técnica más usada de manera global en la PCR. Esto se debe principalmente 
a su sensibilidad y especificidad unido a su sencillez y bajo coste. Por todo ello, 
ofrece una amplia ventajas sobre otros métodos como la PCR semi-cuantitativa o el 
Northern blot, habiéndose convertido en la herramienta más usada para la 
cuantificación absoluta y relativa de los niveles de ARNm.160 Para garantizar las 
máximas condiciones de precisión arriba referidas, el protocolo de PCR utilizado en 
nuestro trabajo se llevó a cabo mediante un control de calidad metodológico 
siguiendo las recomendaciones de las guías MIQE (del ingles, Minimum Information 
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments).161 De esta manera y 
entre otras medidas, se incluyó un control negativo en cada fila de la placa que 
contenía todos los componentes de la reacción, a excepción del ADNc 
retrotranscriptivo. Además, todas las muestras se realizaron por duplicado, repitiendo 
todas aquellas cuya desviación estándar entre duplicados fuera mayor a 1. Se efectuó 
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también una curva de fusión para cada uno de los genes utilizados, de tal manera que 
sirviera como verificación de la ausencia de dímeros de primers. Por último, se llevó 
a cabo un test de Grubbs previo al análisis de los resultados, para comprobar la 
ausencia de valores extremos o outliers.162-163 
 
Selección del gen de referencia 
Para el estudio de los cambios relativos en la expresión génica de ARNm en 
diferentes tejidos o condiciones experimentales, la PCR es el método de elección. Sin 
embargo, pueden existir diferentes errores secundarios a la extracción de las muestras, 
la calidad del ARN y la síntesis del ADNc. La normalización con genes de referencia 
permite, en parte, disminuir estos posible errores. Para el análisis de la expresión 
génica del ARNm es necesaria la elección de un gen de referencia adecuado para cada 
tejidos, muestra o condición experimental, de tal que manera que se pueda garantizar 
la exactitud de los resultados de un experimento.164 En este aspecto, se han realizado 
diferentes estudios y existen en la literatura científica numerosos trabajos que 
muestran cómo el uso de genes de referencia inadecuados puede llevar a conclusiones 
erróneas, en forma de falsos positivos o negativos.165-166  
Por otro lado, la normalización frente a un único gen de referencia no es 
metodológicamente aceptable a no ser que la invariabilidad de su expresión se 
demuestre bajo las condiciones del diseño experimental.167  Es por ello que en nuestro 
trabajo hemos realizado un análisis y posterior validación del gen de referencia en las 
condiciones de nuestro estudio, es decir, hemos medido la expresión del gen en las 
muestras sanguíneas de los pacientes in vivo con consumo intensivo de alcohol y en 
los controles.  
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Para encontrar el gen de referencia más adecuado, nos hemos basado en los trabajos 
realizados con anterioridad en nuestro laboratorio,163,168 utilizando la actina como gen 
de referencia. Este gen ya había sido analizado y validado previamente en nuestro 
laboratorio mediante los algoritmos BestKeeper, GeNorm, y NormFinder.169-170 Por 
otro lado, el gen de la actina ha sido descrito también previamente en otros 
trabajos.171-172 Si bien existen publicaciones que postulan que su expresión puede 
verse modificada por la presencia de enfermedad hepática alcohólica,173 no hemos 
encontrado, hasta el mejor de nuestro conocimiento, estudios experimentales que 
demuestren o sugieran que exista una alteración del mismo en sangre periférica por el 
consumo de alcohol.  
 
Según la literatura revisada, nuestro estudio sería el primero en analizar la expresión 
del ARNm en sangre periférica de las rho-quinasas y las diferentes citoquinas 

















B) RESULTADOS DE LA EXPRESIÓN DE LAS RHO-QUINASAS EN VIVO 
 
Expresión relativa del ARNm de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica 
 
Nuestro estudio ha conseguido demostrar una asociación entre el consumo intensivo 
de alcohol (binge drinking) y un incremento significativo en la expresión de las dos 
isoformas de ROCK en la sangre periférica de pacientes con este patrón de consumo 
respecto a los controles. Como resultados principales en esta parte de nuestro estudio, 
hemos encontrado que un aumento significativo de ambas isoformas de ROCK (casi 5 
veces superior en el caso de ROCK1 y algo más de el triple en ROCK2) en la sangre 
periférica de pacientes con intoxicación etílica aguda (P < 0,01; P < 0,05 
respectivamente). Estos resultados también se han encontrado en el análisis posterior 
por subgrupos etarios, encontrando la significación estadística en pacientes de 27 años 
o de menor edad (P < 0,001 y P < 0,05, respectivamente) así como en la subdivisión 
por géneros, siendo los resultados en mujeres significativos en ambas isoformas (P < 
0,001 para ROCK1 y P < 0,05 para ROCK2) respecto a los hombres en los que no se 
alcanzó la significación estadística. 
 
Por tanto, existe un aumento significativo de la expresión tanto de la ROCK1 como de 
la ROCK2, estableciéndose dicha relación con mayor potencia tanto en jóvenes de 27 
años o menor edad así como en el sexo femenino, pudiendo en estos casos encontrar 




Este resultado viene a confirmar nuestra hipótesis de que un consumo intensivo de 
alcohol puede alterar la expresión de las rho-quinasas, jugando un papel importante 
dentro de la inflamación inducida por el consumo alcohol, que a su vez participa en la 
lesión de diferentes órganos como el cerebro o el hígado. Como ya se ha comentado 
previamente, una posible explicación a este hecho, sería en primer lugar el aumento 
de la permeabilidad intestinal provocado tanto por el efecto tóxico directo del alcohol 
como del acetaldehído producido en su metabolización, provocando tanto del 
aumento de los niveles sanguíneos de lipopolisacárido (LPS) como de ADN 
bacteriano.42-44 Este hecho, haría aumentar la expresión del ARNm de las rho-
quinasas, mediante una activación rho-dependiente, con la consiguiente la activación 
de la vía del factor nuclear kappa B (NF-κB) y las diferentes citoquinas como el TNF-
α sintetizado a partir de la activación de esta vía, mediante un mecanismo de 
retroalimentación positiva.85,174-176  
Por otro lado, la lesión hepática subsiguiente al daño hepático directo o indirecto 
sufrido por este consumo intensivo de alcohol, también aumentaría la expresión de 
dichas proteínas a través de una activación rho-independiente a través de las caspasas 
en el contexto de la apoptosis o muerte celular del hepatocito.  
 
En nuestro estudio, hemos identificado que este aumento de expresión ocurre en el 
conjunto global de las muestras y, al hacer subgrupos, solo hemos obtenido una 
significación estadística en el sexo femenino y en individuos con una edad de 27 años 
o inferior. Aunque la pérdida de significación al dividir la muestra puede deberse 
únicamente a la disminución de potencia estadística, dado que continúa observándose 
un incremento no significativo, también hay que tener en cuenta la mayor 
susceptibilidad del género femenino a la toxicidad por el consumo de alcohol, con una 
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mayor dificultad para su metabolización. En diferentes trabajos, se han encontrado 
unas tasas mayores de alcoholemia así como unos efectos deletéreos mayores en 
mujeres que en varones a pesar del consumo de la misma cantidad de alcohol.177-179 
Entre las potenciales causas de estas diferencias se encontrarían la acción estrogénica, 
la cual condiciona una mayor respuesta inmune tanto celular y humoral, así como un 
posible efecto inmunomodulador del cromosoma X, el cual codifica varías proteínas 
cuya función está íntimamente ligadas al sistema inmune, tales como los TLR o toll 
like receptors como diferentes receptores de citoquinas (IL2RG e IL13RA2, por 
ejemplo).180-183 
 
Con respecto a los resultados encontrados en función del grupo etario, destacar que 
una posible explicación para este hecho sería la diferente sensibilidad de los sujetos 
jóvenes a los estímulos inflamatorios frente a los más mayores. Esto puede ser debido 
a que la población más joven posee una mayor capacidad de activación macrocitaria, 
de expresión de TLR4 y de producción de interleucinas.184 Por otro lado, el efecto que 
el alcohol ejerce sobre la inmunidad es dosis dependiente, y con la edad se produce 
una metabolización más lenta del alcohol, lo cual de manera conjunta hace que la 
memoria inmunológica y su respuesta sea menor.58 
 
Se debe tener en cuenta además, que en los sujetos más jóvenes existe una mayor 
sensibilidad a la ingesta de alcohol. Esta última parte puede explicarse gracias a 
estudios que han demostrado el efecto negativo que el consumo de alcohol provoca a 
nivel neuronal tanto en modelos animales como en humanos, afectando sobre todo de 
manera negativa a la plasticidad neuronal de los más jóvenes y provocando un 
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deterioro en el desarrollo y la funcionalidad cerebrales así como en el desempeño 
neuro-psicológico.185-186 
Por último, no podemos descartar la existencia de otros estímulos que hayan sido 
inducidos por este consumo intensivo de alcohol así como diferentes factores 
ambientales o epigenéticos que influyan de alguna manera este aumento de expresión 
de las rho-quinasas. Por ejemplo, la ingesta de alcohol puede reducir la presencia de 
vasodilatadores como el óxido nítrico (uno de los factores que explican la 
hipertensión inducida por alcohol), mediador que a su vez es capaz de inhibir las rho-
quinasas, por lo que la ingesta de alcohol puede incrementar su expresión por esta vía 
e independientemente de la activación de las vías inflamatorias del TLR.187-189  
 
C) CORRELACIÓN CON CITOQUINAS INFLAMATORIAS 
 
La última parte de este apartado de nuestro estudio ocupa los resultados obtenidos en 
relación a los niveles de rho-quinasas respecto a los niveles de etanol, TLR y 
citoquinas inflamatorias.  
Respecto a la primera correlación, hemos encontrado una correlación positiva (r= 
0,273; P = 0,032) entre los niveles de etanol en sangre y la expresión de ROCK1. 
Estos hallazgos se limitan a la isoforma ROCK1 y a la muestra global, si bien al 
realizar el análisis sin un valor outlier estos resultados se confirman aún con mayor 
fuerza, estableciéndose una correlación positiva (r= 0,358; P = 0,005). Sin embargo, 
al analizar únicamente los casos, esta relación se invierte (r= -0,167; P = 0,340), si 
bien estos resultados no alcanzan la significación estadística al eliminar el valor 
outlier. Del análisis de los gráficos (figuras 22 y 23), de los resultados de la 
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comparación entre casos y controles y de la ausencia de significación tras retirar el 
valor outlier parece evidente que la correlación significativa entre niveles de etanol y 
niveles de ROCK1 encontrado en casos no presenta relevancia y que la correlación 
positiva en el conjunto de la muestra total traduce la diferencia entre casos y 
controles. Aunque resulta plausible biológicamente, sobre todo al haber diferencia 
entre casos y controles, que una mayor concentración de etanol se asocie con niveles 
mayores de ROCK1, resulta también muy difícil encontrar una correlación debido a 
los diferentes momentos temporales de toma de la muestra en relación con la ingesta 
y las potenciales diferencias en la cantidad de alcohol consumida para un mismo nivel 
de etanol en sangre, además de diferencias en variables como el sexo o la edad (que 
para un mismo nivel de etanol pueden implicar un diferente grado de activación de 
estas quinasas). 
 
En el caso de la isoforma ROCK2, hallamos dicha correlación negativa moderada y 
estadísticamente significativa (r = - 0,412; P = 0,013) en la muestra global, pero dicha 
significación se pierde con la exlusión del valor outlier. En el análisis de los casos, no 








Como hemos comentado previamente, el consumo de alcohol va a provocar un 
aumento de la permeabilidad intestinal, permitiendo un aumento de la concentración 
sanguínea del LPS y del ADN bacteriano.42-44 Esto genera una respuesta inflamatoria 
indirecta y directa por el propio efecto tóxico del alcohol sobre las células de Kupffer, 
otras células del sistema inmune y de los órganos diana del efecto tóxico del alcohol, 
que genera una activación de la vía inflamatoria del NF-κB, con un aumento de la 
secreción de citoquinas y TNF-α. Como hemos explicado, las rho-quinasas juegan un 
papel intermediario en la activación de esta vía103-105 siendo activadas además tanto de 
manera dependiente por estos estímulos como de manera independiente por la 
apoptosis de otras células como los hepatocitos y la fagocitosis de los restos celulares 
así como de las enzimas tipo caspasa y granzimas.80 Este aumento de la 
permeabilidad intestinal también se puede ver influido a su vez por este aumento de la 
expresión de las rho-quinasas, dado que se ha comprobado la correlación positiva 
entre su expresión y esta alteración así como se ha podido demostrar que la inhibición 
de las mismas disminuye dicha permeabilidad si bien no de manera completa.189-190 
Estos hallazgos, aunque han sido realizados en modelos in vitro, sugieren que para 
este aumento de la permeabilidad vascular intestinal mediada por el alcohol, son 
necesarias en parte, la expresión de estas proteínas, si bien y dada la no completa 
reversión de este proceso, parece indicar que existen otras vías y mecanismos para 
esta alteración de la barrera intestinal.  
 
Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo vendrían a reforzar la hipótesis de 
nuestro estudio así como estos hallazgos previos. Encontramos una mayor expresión 
de las rho-quinasas, en especial de la isoforma ROCK1, cuya presencia se ve 
principalmente en las células del sistema inmune, muy abundantes en la barrera 
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epitelial intestinal. Por tanto y como hipótesis, esta correlación positiva entre la 
ROCK1 y la alcoholemia, podría venir a reflejar cómo el etanol por un lado, y una 
retroalimentación positiva por parte de las rho-quinasas, favorecen la alteración de la 
barrera intestinal con un mayor aumento del paso a la sangre del LPS y otros restos 
bacterianos como su ADN. La mayor presencia de la isoforma ROCK2 en 
miocardiocitos y células de la musculatura vascular, pueden explicar la ausencia de 
resultados positivos de dicha isoforma en este parte de nuestro estudio.  
Respecto al análisis de los niveles de la expresión de TLR a través de la medición  de 
su ARNm, hemos observado una correlación positiva estadísticamente significativa, 
entre la expresión relativa de ROCK1 y los niveles de TLR-4  tanto para el conjunto 
de la muestra global (r= 0,486, P = 0,001) como para el análisis restringido solo a los 
casos (r= 0,423, P = 0,044). No se encontraron resultados significativos en los 
referente a la relación de ROCK1 y los TLR1 y TLR2. En el caso de ROCK2, 
encontramos resultados significativos con una correlación también positiva (r = 0,466, 
P = 0,024) entre esta isoforma y la expresión de TLR4.  
En todos los casos anteriormente descritos, la significación se pierde al repetir el 
análisis sin el valor outlier salvo la correlación TLR4-ROCK1 en la muestra global. 
Respecto a ROCK2, encontramos una significación positiva en ambos escenarios (r= 
0,493, P = 0,001 y r= 0,466, P = 0,024 respectivamente para muestra global y casos), 
perdiendo a su vez la significación tras el análisis sin el valor outlier salvo en la 




Como hemos comentado previamente, el aumento de la permeabilidad intestinal 
provocado por el consumo de alcohol así como el propio aumento de expresión de las 
rho-quinasas, facilita el paso del LPS a la circulación portal. Este aumento de los 
niveles de LPS activará a las células del sistema monocito-macrófago induciendo la 
secreción de citoquinas inflamatorias.32,191 Esta activación se lleva a cabo a través del 
TLR4 principalmente,192 por lo que estos resultados son consistentes con una 
elevación del TLR con el consumo intensivo de alcohol, y la consecuente elevación 
de rho-quinasas influyendo en un aumento de expresión de los niveles del ARNm de 
la TLR4. No podemos descartar tampoco que el aumento de TLR4 y de ROCK1 se 
produzca por mecanismos parcialmente independientes, pero en ambos casos traduce 
esa activación del sistema inmune por el consumo de alcohol. 
Gubbels et al.184, contemplan además cómo en la población joven (establecida en un 
corte de edad entre los 20 y 45 años) la expresión de TLR4 se encuentra aumentada, 
incluso con mayor fuerza en la población femenina que en la masculina, por lo que 
durante el consumo de alcohol, esta activación macrocitaria podría ocurrir con una 
mayor potencia. 
El papel del TLR4 en la activación de la inflamación hepática y de otros órganos 
inducida por consumo de alcohol ha sido demostrada en estudios previos. No 
solamente un aumento de la expresión de este receptor provoca un aumento del 
estímulo inflamatorio a nivel hepatocitario, sino que además se ha visto implicado en 
la resistencia a la insulina y a una mayor probabilidad de desarrollar esteatosis 
hepática en modelos murinos. Por otro lado, la inhibición de este receptor ha 
demostrado ejercer un efecto protector sobre la posibilidad de desarrollar tanto 
esteatosis grasa no alcohólica como hepatopatía producida por el alcohol.193-195 
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Nuestros resultados, provenientes además de estudios in vivo, apoyan los anteriores 
trabajos realizados en estudios murinos y posteriormente en humanos, ya que, ante un 
consumo intensivo de alcohol, especialmente en población joven, se provoca un 
aumento concomitante de la expresión del ARNm de los TLR4, favoreciendo la 
activación inflamatoria a través de células del sistema monocito-macrófago como las 
células Kupffer, la activación de las rho-quinasas y la síntesis del NF-kappaB. Para 
comprobar esta hipótesis, sería necesario realizar estudios in vitro comprobando que 
la inhibición de las rho-quinasas resulta en una menor activación de estas vías, lo que 
se plantea como una futura línea de investigación. 
  
Resulta también de interés, de forma independiente, el incremento de la expresión de 
TLR4 en casos frente a controles. Estudios previos como el de Bala et al,196 
demostraron la asociación de la ingesta de etanol en voluntarios sanos y el aumento 
del LPS circulante, lo que induciría un aumento de  la expresión de los TLR4. Si bien 
existen estudios cuyos resultados no muestran esta asociación,197 existieron 
diferencias metodológicas importantes (como fue el uso de niveles de etanol menores) 
que impiden definir con claridad dichos resultados contradictorios. Trabajos 
posteriores,53,198 sí que han vuelto a corroborar cómo el consumo intensivo de alcohol 
en voluntarios sanos aumenta los niveles tanto de LPS como la expresión de TLR4. 
Así, Afshar et al53 determinaron los niveles de citoquinas en diferentes momentos (a 
los 20 minutos, 2 y 5 horas) tras un consumo intensivo de alcohol. Tras esto, 
observaron un aumento temprano de los niveles de monocitos con una mayor 
sensibilidad al LPS así como un aumento de la producción de TNF-α. Sin embargo, 
en las dos siguientes mediciones, y coincidiendo con una bajada de los niveles de 
etanol en sangre estos niveles disminuyeron de manera concomitante así como la 
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capacidad de inducción por el LPS. Por otro lado, un estudio reciente del grupo 
español de Orio et al198, ha demostrado la existencia de unos mayores niveles de 
endotoxina y la activación de los receptores TLR4 y la vía inflamatoria del NF-
kappaB en jóvenes de 20 años con consumo intensivo de alcohol de al menos dos 
años de duración. Estos niveles estaban relacionados con los niveles de etanol en 
sangre y se corroboró su disminución según pasaba el momento de la última ingesta 
de alcohol. Además, comprobaron un mayor aumento de dichas citoquinas y una 
mayor actividad inflamatoria en mujeres que en varones. Este último estudio, no solo 
presenta una metodología similar a nuestro trabajo sino que sus resultados vienen a 
dar más fuerza a nuestros hallazgos.  
Las diferencias encontradas entre sexos, se ha visto reflejada también en otros 
estudios. Por ejemplo, en el caso de Engler et al,199 se manifestó cómo tras la 
inyección de LPS en voluntarios sanos por debajo de los 30 años, los niveles de 
citoquinas inflamatorias como la IL-6 y el TNF-α en mujeres aumentaban respecto a 
varones. Con esto, demostraron una respuesta inflamatoria más profunda en el caso de 
mujeres que en hombres. Sin embargo, estas diferencias no tuvieron una alteración 
clínica clara, lo que lleva a pensar en la existencia de mecanismos compensatorios 
para contrarrestar este aumento de la respuesta inflamatoria en las mujeres, que 
resulta difícil de determinar por el diseño observacional de nuestro trabajo.  
Por último, comentar que en el caso del daño hepático inducido por el alcohol, el 
papel del receptor TLR4 no está aclarado del todo. Existen resultados contradictorios 
en estudios murinos en los que la pérdida o inhibición de las células de Kupffer 
reduce el daño hepático mediante la disminución de la inflamación y la necrosis 
hepática.200-202 En el caso contrario, existen trabajos que indican que esta inactivación 
no supondría una disminución de la lesión hepática pero sí de la esteatosis inducida 
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por el alcohol.203 Una posible explicación sería la existencia de otros mecanismos 
lesivos todavía no aclarados, si bien existe evidencia suficiente que apunta al gran 
papel del TLR4 en la activación del sistema inflamatorio tras la ingesta de alcohol que 
lleva al daño hepatocitario concretamente. 
Para terminar, hemos encontrado una correlación positiva, estadísticamente 
significativa, entre la expresión relativa de ROCK1 y los niveles de IL1-β e IL-8 en el 
análisis exclusivo de los casos (r = 0,423, P = 0,044) y (r = 0,483, P = 0,023) 
respectivamente, tratándose en ambos casos de una correlación positiva. En el caso de 
la ROCK2 y la IL1-β, en el análisis de los casos también muestra una correlación 
positiva (r= 0,466, P = 0,025).  En los casos descritos anteriormente, la significación 
se pierde al repetir el análisis sin el valor outlier. Por último, no encontramos ningún 
tipo de significación respecto a los niveles de TNF-α. 
Estos resultados parecen afianzar la hipótesis en la que ante un consumo intensivo de 
alcohol, se produce un incremento en la permeabilidad intestinal, el aumento del LPS 
en la sangre, un aumento de la expresión del TLR4 y con ello la activación del 
sistema monocito-macrófago (mediado en parte por la activación de las rho-quinasas), 
cuya consecuencia es un aumento de la producción de las citoquinas inflamatorias.  
En el estudio llevado a cabo por el grupo español de Pascual et al,179 se reclutaron a 
pacientes adolescentes y jóvenes con intoxicación alcohólica aguda definida como el 
consumo de al menos 50 gramos de alcohol en los varones y 40 g de alcohol en las 
mujeres en las 6 horas anteriores. En los análisis realizados descubrieron un aumento 
significativo de las IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 así como del IFN-γ y la IL-
17A, principalmente en mujeres. Posteriormente, replicaron esta situación con 
modelos murinos, encontrando asimismo un aumento de las citoquinas IL-1β e IL-
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17A. A su vez, descubrieron un aumento de la activación del TLR4 sobre todo en 
hembras así como la consiguiente fosforilación del NF-kappaB. Como en estudios 
murinos previos, la deleción del TLR4 no se vio acompañada de dicha elevación de 
citoquinas y células pro-inflamatorias, demostrando la importancia del TLR4 en la 
activación la vía inflamatoria responsable de la neuroinflamación inducida por el 
consumo de alcohol. 
Por otro lado, en el trabajo llevado a cabo por Fujimoto et al,204 sobre la intoxicación 
alcohólica aguda en pacientes con enfermedad hepática establecida, descubrieron 
unos mayores niveles del LPS así como de IL-6 e IL-8 en los pacientes con 
enfermedad hepática previa frente a controles, relacionándose además unos niveles 
mayores como un factor de peor pronóstico para la supervivencia global en pacientes 
con enfermedad hepática avanzada. A su vez, tanto la IL-6 como la IL-8 mostraron 
una correlación positiva respecto a los niveles de neutrófilos y en el caso de la IL-6, 
también con el aumento de la PCR. Llamativamente, en ninguno de los casos se 
encontraron niveles importantes del TNF-α, al igual que en nuestro trabajo.  
Este último resultado llama la atención dado el papel que representa el TNF-α en la 
activación del NF-kappaB y en la hepatopatía alcohólica, desde el momento que el 
aumento de sus concentraciones producen lesión y muerte celular.40-41,54-56 Establecer 
una hipótesis clara para explicar la no detección de niveles significativos de TNF-α es 
difícil y hace pensar en la existencia de mecanismos de auto-regulación que no se 
conocen con exactitud. La combinación de los efectos directos de la intoxicación 
aguda de alcohol así como el aumento de los niveles de LPS de manera indirecta, 
activan, varias vías de inflamación pero también pueden ser capaces de desarrollar 
diferentes mecanismo anti-inflamatorios que pudieran explicar este hecho.  
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Como hemos explicado previamente, existe una dificultad añadida al comparar los 
estudios in vitro con los estudios en modelos humanos, ya que los primeros no pueden 
abarcar todos los factores implicados en la complejidad de los segundos.  
Por lo anteriormente descrito, puede verse cómo la regulación de la expresión del 
TNF-α es compleja, interaccionando varias vías pro-infamatorias que llevan a la 
secreción de diferentes citoquinas como la IL-1β, IL-6 e IL-8 a través de un aumento 
de la expresión del TLR4 y la activación del NF-kappaB, mientras que por otro lado, 
un consumo intensivo de alcohol puede poner en marcha oros mecanismos anti-
inflamatorios como la inhibición del TNF- α, que equilibren los mecanismos 
anteriores.  
Trabajos previos han demostrado cómo la exposición aguda de monocitos humanos a 
etanol in vitro provocaba un aumento de la proteína hsp70, inhibiendo la expresión 
del NF-κB, y dando lugar a una disminución de la producción del TNF-α.205 Al 
realizar dicho experimento, pero exponiendo a los macrófagos a diferentes dosis de 
etanol durante más tiempo, aumentaba la producción de proteínas como la hsp90, 
provocando el efecto inverso. Esto refleja cómo la expresión del TNF- α a nivel 
transcripcional puede verse influida por la exposición al etanol. Existen diferentes 
estudios in vitro en los que se relaciona el consumo intensivo de alcohol con la 
disminución de los valores de TNF-α en la sangre periférica. Esto se explica dado que 
concentraciones elevadas de etanol pueden inhibir a la enzima TACE (del inglés, 
tumor necrosis factor-α-converting enzyme), la cual es la encargada de liberar el 




Estos hallazgos vendrían a confirmar la hipótesis de la existencia de una relación 
entre el consumo intensivo de alcohol, con un aumento de la expresión de las rho-
quinasas como una de las vías para la activación del NF-kappaB y con el consecuente  
aumento de las citoquinas inflamatorias así como de la expresión del TLR4 y una 






















2. EXPRESIÓN IN VITRO DE RHO-QUINASAS TRAS LA EXPOSICIÓN A 
ETANOL 
A) CONSIDERACIONES METODOLÓGICAS 
Como hemos comentado previamente, la siguiente parte de nuestro trabajo consistió 
en medir la expresión de las rho-quinasas tras la exposición a etanol en modelos in 
vitro, tanto en células mononucleadas de modelos humanos como se ha descrito con 
anterioridad, como en astrocitos de modelos murinos. 
Ya se ha discutido sobre el papel del aumento de la permeabilidad intestinal en el 
mayor paso del LPS a la sangre y cómo éste, a través del TLR4 principalmente, activa 
al sistema monocito-macrofágo.32-33 Este sistema, no solo incluye a las células de 
Kupffer hepáticas sino a los monocitos de la sangre periférica y la astroglía 
cerebral.78,110,209-210 Sin embargo, encontramos de nuevo la dificultad de extrapolar 
resultados entre lo que puede ocurrir en los astrocitos humanos y en los de ratón, 
volviendo a la posible discrepancia entre los modelos in vivo e in vitro.  
En lo referente a modelos humanos, parece encontrarse, al igual que en los modelos 
animales, que el consumo intensivo de alcohol produce una alteración a largo plazo 
de las funciones neurocognitivas así como alteraciones en la morfología cerebral.71,211-
212 Incluso existen estudios que discriminan estos cambios, así como la producción de 
citoquinas inflamatorias nivel cerebral, en función del sexo,179,213 si bien otros 
estudios no han conseguido encontrar dichas diferencias.214 Existen otros trabajos que 
si bien no apuntan directamente a la función astrocitaria, sí que afirman cómo el 
consumo crónico de alcohol, y sobre todo en adolescentes, provoca un 
enlentecimiento de las funciones cerebrales con una disrupción neuronal en la corteza 
prefrontal y diferentes zonas cerebelosas.186 
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Por otro lado, Jones et al215 efectuaron una extensa revisión sobre los cambios que se 
producen en los cerebros de los sujetos adolescentes con consumo intensivo de 
alcohol. Se insiste en la pérdida de materia gris sobre todo a nivel prefrontal, temporal 
y cerebeloso como supuesto efecto neurotóxico del alcohol así como una pérdida 
mayor con un consumo continuado durante el tiempo. Por otro lado, el consumo 
intensivo de alcohol durante la adolescencia ha demostrado, con resultados 
contradictorios, una reducción en el desarrollo de la materia blanca cerebral. Por 
último, este tipo de sujetos presentan una respuesta menor a la hora de la toma de 
decisiones así como una respuesta más lenta y de menor intensidad en lo que respecta 
al circuito de recompensa.  
 
De manera concomitante a los cambios descritos anteriormente en el tejido cerebral y, 
más concretamente, en el plano de los astrocitos, el etanol provoca cambios en la 
densidad de los mismos, siendo estos cambios dependientes al tiempo de exposición 
al tóxico y reversibles tras el cese de dichos comportamientos. La inflamación que 
provoca el consumo intensivo de alcohol así como la producción de citoquinas, 
provoca daño neuronal e inflamación glial. Los astrocitos y la microglía, a diferencia 
de las neuronas, son mediadores en la inmunidad innata, expresando receptores 
TLR.77 Las diferentes señales inflamatorias provocadas por el consumo de alcohol, ya 
sea de manera directa o indirecta a través de la secreción de citoquinas pro-
inflamatorias por parte de las células gliales como la IL-1β y el TNF-α, así como la 
sobre-expresión aparente de los TLR en respuesta al consumo crónico de alcohol, 
parecen jugar un papel clave en la degeneración neuronal.  
 
138  
Floreani et al,72 en modelos humanos, demostraron cómo la activación de la COX-2 
producida en los astrocitos por el etanol, aumentaba la secreción de citoquinas 
inflamatorias a través de un aumento de la expresión de los TLR4, tras una incubación 
con 20 mM de etanol durante 48 horas, si bien alargaron dicha incubación hasta las 
168 horas y aumentaron la concentración del etanol hasta los 100 mM para demostrar 
su viabilidad. Aunque no midieron la actividad de las rho-quinasas, su estudio 
potencia la viabilidad de los astrocitos a las concentraciones usadas en nuestro estudio 
así como el papel fundamental de los mismos en la neuroinflamación. En lo que 
respecta a los aspectos metodológicos utilizados en los estudios de PCR, se aplican 
las consideraciones apuntadas en el apartado anterior. 
 
A efectos metodológicos, es muy difícil establecer una relación entre estos modelos 
humanos y murinos dado que muchos de estos estudios in vivo son estudios 
transversales por lo que los hallazgos observados podrían no corroborarse 
posteriormente en otros diseños que traten de establecer causalidad o con otras 
condiciones experimentales. Sin embargo, parece claro que el consumo intensivo de 
alcohol produce una inflamación a nivel cerebral que provoca una serie de cambios 
estructurales y neurocognitivos, sino que en el centro de dicha neuroinflamación, se 







B) RESULTADOS EN CÉLULAS MONONUCLEADAS DE SANGRE 
PERIFÉRICA 
Respecto al análisis de la expresión de las rho-quinasas en las células mononucleadas 
de sangre periférica, utilizamos las condiciones in vitro de control, etanol a 
concentración de 50 mM, LPS a concentración de 100 ng/μl y etanol 50 mM más LPS 
100 ng/μl. En todas las condiciones los resultados se midieron a las 6 horas (en la 
última condición, se añadió el LPS de la quinta a la sexta hora de incubación). 
Nuestros hallazgos más relevantes fueron el aumento de expresión de la ROCK1 en 
las tres condiciones según la siguiente intensidad de mayor a menor: Etanol + LPS > 
Etanol > LPS. En el primer caso, los niveles de ROCK1 medidos superaban hasta en 
10 veces a los controles, frente a 6 y 4 veces en las otras dos condiciones. 
 
Como se ha comentado previamente, el efecto citotóxico directo derivado del 
metabolismo del alcohol puede provocar la muerte celular, como se ha comprobado 
con los hepatocitos. Esta muerte celular en este caso se produce, a través de los restos 
celulares liberados, la activación de neutrófilos y macrófagos. Por otro lado, la 
apoptosis del hepatocito a través de la activación de las caspasas también provocará la 
inflamación hepática a través de las células mononucleadas estimuladas por las vías 
del interferón y el NF-κB, en la cual juega un papel fundamental la activación de las 
rho-quinasas si bien no es la única vía de dicha activación.35 
 
El trabajo nombrado con anterioridad llevado a cabo por Zhao et al,190 utilizando 
células intestinales procedentes de la línea celular del adenocarcinoma de colon Caco-
2 en humanos, encontraron que la activación del NF-κB a través de la vía de las rho-
quinasas, estaría íntimamente ligada a la disrupción de la barrera intestinal mediada 
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por el consumo de etanol. Para ello, incubaron las células con etanol a una 
concentración del 5% (v/v) (equivalente a 85mM aproximadamente) durante 1 h y 
midieron la actividad de ambas isoformas de ROCK tanto a nivel de ARNm por PCR 
como mediante western blotting. Sus resultados mostraron cómo la exposición a 
etanol de estas células epiteliales intestinales provocaban un aumento de hasta 4 veces 
en los valores de ROCK1 y ROCK2 respecto a los controles. Esta diferencia en lo que 
respecta los resultados positivos para la isoforma ROCK2 puede deberse 
principalmente al uso de otro tipo celular diferente al realizado en nuestro trabajo. Por 
otro lado, su estudio no encontró diferencias estadísticamente significativas en los 
niveles de NF-κB totales pero sí que encontraron un aumento de la expresión del NF-
κB en los núcleos celulares de las células tratadas con etanol. Esto último podría ser 
debido al corto periodo de incubación al que se vieron sometidas las células del grupo 
de etanol.  
 
Al igual que en nuestro estudio, la exposición a etanol supone un aumento de la 
expresión de las rho-quinasas, si bien en nuestra investigación no llegamos a 
encontrar resultados reproducibles respecto a la isoforma ROCK2 a pesar de utilizar 
diferentes muestras. Respecto a la isoforma ROCK1, sí que encontramos resultados 
superponibles al anterior estudio, si bien con una expresión aún mayor (de hasta 6 
veces respecto a los controles), y sobre todo en la condición que combinaba etanol y 
LPS (casi hasta 11 veces superior), lo cual lleva a reafirmar el papel del etanol, el LPS 
y la activación de la señalización de la vía de las ROCK tanto en esta alteración de la 
barrera intestinal como en el aumento de la transcripción del NF-κB . 
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Para terminar, destacar el estudio de Tong et al,189 en el que ya previamente habían 
demostrado cómo el uso de la molécula Y-27632, inhibidora de la actividad de las 
rho-quinasas, inducía el efecto contrario al estudio anterior. Para ello, utilizando el 
mismo grupo celular y las siguientes condiciones: Etanol (5%) durante 0 minutos, 
etanol (5%) durante 15 minutos, etanol (5%) durante 30 minutos, etanol (5%) durante 
60 minutos, y etanol (5%) durante 0 minutos más la molécula inhibitoria Y-27632 (en 
esta última condición las células Caco-2 fueron tratadas con anterioridad con 10 μM 
de dicha molécula durante otros 60 minutos). Con estas condiciones, comprobaron 
cómo el uso de la molécula inhibitoria provocaba una disminución de la disrupción de 
la barrera epitelial inducida por el etanol, lo que apunta una vez más a la relación de 
dicho hecho con la vía de las rho-quinasas. Sin embargo, esta disminución fue solo 
parcial, lo que como hemos comentado previamente, plantea  que quizás existan otras 














C) RESULTADOS EN ASTROCITOS DE RATÓN EXPUESTOS A ETANOL 
En nuestro estudio, utilizamos astrocitos de ratón en cuatro condiciones, midiendo las 
cuatro a las 24 horas [control, etanol a concentración de 50 mM, LPS a concentración 
de 100 ng/μl, etanol 50 mM y LPS 100 ng/μl (durante 24 horas y 1 hora, 
respectivamente)]. Entre los hallazgos principales que hallamos al realizar el análisis 
de la expresión de las rho-quinasas, destacar un aumento de la expresión de la 
isoforma ROCK1 en los astrocitos incubados con el etanol, estadísticamente 
significativa (P=0,032). Este aumento de expresión se ha cuantificado hasta casi 4 
veces con mayor potencia que en los controles y el resto de condiciones. No 
encontramos diferencias significativas entre los controles y el resto de condiciones, 
tampoco en la condición que empleaba conjuntamente el etanol y el LPS. 
 
Como hemos comentado previamente, Blanco et al,74 fueron de los primeros 
investigadores en demostrar en modelos murinos el papel del NF-κB en la neuro-
degeneración ligada al consumo de alcohol. Sus trabajos han mostrado cómo existe un 
aumento de expresión del NF-κB en astrocitos tratados con etanol, y con ellos el 
aumento de la COX-2 y la iNOS. Si bien en nuestro trabajo utilizamos unas 
concentraciones de etanol de 50 mM durante 24 horas, en su estudio, usando 
concentraciones de 100 mM con mediciones a los 15, 30 y 60 minutos,  así como a las 
24 y 72 horas, encontraron niveles significativos de iNOS y de COX-2 a los 15 
minutos, siendo el pico máximo tanto a los 30 minutos como a las 24 horas, siendo 
esta última medición la utilizada en nuestro estudio, ya que la inducción máxima de 
estas proteínas se ha visto correlacionada con la activación del NF-κB.  
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Más adelante, trabajos llevados a cabo por Suk et al,75 demostraron cómo la 
activación de los astrocitos mediante el LPS y otras citoquinas inducían su apoptosis, 
así como la producción de NO, el cual precedía la muerte celular astrocitaria.  Para 
ello, usaron combinaciones variables de LPS (concentración de 100 ng/ml), TNF-α 
(concentración de 100 ng/ml) e IFN-γ (concentración de 100 U/ml) durante 48 horas. 
Al igual que en nuestro estudio, no encontraron diferencias significativas en la 
activación astrocitaria en el cultivo de astrocitos con LPS por sí mismo, aunque sí 
encontraron un aumento de la expresión del NO producido en las siguientes 
combinaciones y de mayor a menor intensidad: LPS + IFN-γ + TNF-α > IFN-γ + 
TNF-α > LPS + IFN-γ > LPS + TNF-α. En ninguna de las condiciones utilizaron 
etanol como único estimulante o combinado como en nuestro caso con el LPS, pero sí 
que se puede observar, el efecto sinérgico que tienen las diferentes citoquinas 
inflamatorias que median en la neuroinflamación y la apoptosis astrocitaria. 
 
Guasch et al,112 demostraron con su trabajo cómo la intoxicación con etanol induce la 
activación de las rho-quinasas a nivel cerebral, con aumento principalmente de la 
isoforma ROCK1, al igual que en nuestro trabajo,  produciendo la activación de la vía 
inflamatoria a través de la activación del TLR4 y un aumento de los niveles de NF-
κB.  A diferencia de nuestro estudio, y con tan solo concentraciones de etanol de 10 
mM durante 10 y 30 minutos, encontraron la máxima expresión de las mismas en esta 
última medición, con hallazgos similares a los obtenidos por Blanco et al,74 si bien en 
su caso la expresión máxima también se encontró a las 24 horas, medición que no se 
llevó a cabo en el estudio de Guasch et al.112 
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En el caso de Miñambres et al,110 investigaron la apoptosis astrocitaria a través del 
cultivo de astrocitos con 100 y 200 mM de etanol, realizando mediciones a las 3, 6, 14 
y 24 horas. Encontraron, a ambas concentraciones, y a partir de las 3 horas, un 
aumento progresivo de la población apoptótica. En sus estudios a 24 horas, no solo 
descubrieron que el tratamiento con etanol a concentraciones de 100 mM provocaba 
un aumento concomitante de los niveles de ROCK1, sino que además esta activación 
se produciría de manera directa y no indirectamente a través de las caspasas. Dichos 
hallazgos refuerzan nuestros resultados en los que la incubación a las mismas 
concentraciones y durante el mismo periodo, provocaría un aumento de los niveles de 
ROCK1 hasta 4 veces superiores respecto a los controles, si bien en su caso, no 
utilizaron la condición de la combinación entre LPS y etanol. Comentar también que 
en este mismo trabajo, hallaron actividad de la ROCK1 a partir 6 horas del 
tratamiento con etanol, alcanzando su punto máximo a las 14 horas y volviendo a los 
valores iniciales a las 24 horas, en contraposición a lo descritos en otros trabajos y en 
nuestro propio estudio.  
 
 
Para terminar, se debe tener en cuenta la dificultad añadida que presenta el hecho de 
comparar estudios realizados con astrocitos de modelos murinos, con los astrocitos de 
modelos humanos, si bien parece comprobarse cómo el etanol es un activador directo 





3. ESTUDIO DE ASOCIACIÓN DE GENES CANDIDATOS 
A) CONSIDERACIONES METODOLÓGICAS EN EL ESTUDIO DE 
ASOCIACIÓN ENTRE POLIMORFISMOS GENÉTICOS DE LAS RHO-
QUINASAS Y LA PRESENCIA DE ENFERMEDAD ASOCIADA AL 
CONSUMO DE ALCOHOL 
Al realizar estudios sobre la asociación de determinados genes candidatos y diferentes 
enfermedades, existen características especiales en la metodología aplicada que 
pueden afectar a los resultados obtenidos.217-218 No es infrecuente encontrar en 
ocasiones resultados contradictorios para una misma relación de causalidad entre un 
polimorfismo y una enfermedad. Estas diferencias entre estudios podrían explicarse 
por la existencia de una diversidad real en la carga genética de las distintas 
poblaciones. Sin embargo, esta falta de reproducibilidad de los resultados puede ser 
también debida a problemas de validez interna de los estudios genéticos de casos y 
controles, principalmente por sesgos específicos y posibles factores de confusión, que 
complican la interpretación de los resultados de este tipo de trabajos.219-222 Entre los 
potenciales problemas que determinan esta dificultad pueden darse, entre otros, que 
las características basales de los grupos de casos y controles sean diferentes o bien 
que difieran en los factores de exposición a la enfermedad. 
Presencia de factores de confusión 
Cuando una determinada variable se asocia de manera independiente y simultánea 
tanto con la enfermedad como con el factor de riesgo analizado, hablamos de la 
presencia de un factor de confusión.223-224 En nuestro trabajo, existen diferentes 
factores que han podido ejercer una influencia tanto para el desarrollo de EHA (sexo, 
patrón de consumo…) como para la adicción a sustancias (abuso de alcohol, de otras 
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drogas de abuso o policonsumos, patología psiquiátrica previa…).177, 225 En el caso de 
la edad, el riesgo de desarrollar EHA aumenta con el paso del tiempo y el consumo 
acumulado. En nuestro caso, encontramos una diferencia importante entre la edad 
media de los dos grupos estudiados (alcohólicos con y sin EHA). Dado  que no hemos 
encontrado relaciones significativas, no se ha realizado ningún tipo de ajuste 
estadístico. En el caso de haber encontrado alguna asociación estadísticamente 
significativa, y tal y como se describe en la metodología, se hubiera realizado el ajuste 
mediante un modelo multivariable. Por último, una variable que puede favorecer el 
desarrollo de la lesión hepática, y no que no ha sido recogida en nuestro trabajo, es la 
obesidad,226 la cual ha podido jugar un papel como factor de confusión.  
Estratificación poblacional 
El sesgo de la estratificación poblacional se produce, por ejemplo, cuando se analiza 
un población formada por varios grupos étnicos diferentes, lo que determina que la 
población estudiada esté compuesta por varias subpoblaciones, con influencia de 
diferentes factores ambientales y diferentes genes. En estos casos es posible que la 
frecuencia alélica del polimorfismo analizado sea diferente, así como el riesgo de 
desarrollar la enfermedad.218-223 
Para controlar este sesgo, en nuestro trabajo se ha intentando homogeneizar la 
población de estudio, de tal manera que todos los individuos eran de raza caucásica. 
Por otro lado, se ha cumplido el equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los 
polimorfismos analizados, lo que demuestra que se cumplen los estándares y 
condiciones de este principio para nuestra muestra poblacional (ausencia de 
mutaciones o selección genética, ausencia de migraciones o interacciones genéticas, 
etc.). Sin embargo, caber recodar que la ausencia de este sesgo incluso en poblaciones 
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aisladas no siempre se cumple, por lo que no es posible garantizar por completo su 
control.223-224 
Clasificación correcta de casos y controles 
Como hemos comentado previamente, la correcta clasificación de la muestra 
poblacional en la que se etiqueten como casos a los sujetos que poseen la enfermedad 
y como controles a aquellos que no la tienen es básica para una correcta elaboración 
de este tipo de estudios. En nuestro trabajo, además, hacemos una subclasificación 
dentro de los pacientes con alcoholismo, por un lado si sufren o no una EHA y por 
otro lado si son abusadores o dependientes del alcohol. Para el reclutamiento de los 
casos, se contó con la posibilidad de realizarlo a través de una unidad médica 
especializada en patología relacionada con el alcohol. Estos pacientes se remitían 
desde Atención Primaria o cualquier otro servicio en el que se hubiera detectado un 
consumo perjudicial de alcohol. Si bien es cierto que no existe un criterio claro y 
definido sobre la cantidad de alcohol a partir de la cual su consumo resulta 
perjudicial, en este tipo de pacientes, el consumo medio fue mayor al de los valores 
utilizados de manera habitual.227 Respecto a la clasificación de los casos como 
paciente alcohólicos abusadores o dependientes, se utilizaron las definiciones 
utilizadas en el momento de la inclusión del estudio según los criterios del manual 
DSM-IV.  
Por último, la prueba diagnóstica fundamental para el diagnostico de la EHA sería la 
biopsia hepática. Sin embargo, y por razones éticas, resultaría difícil plantear esta 
prueba a todos los casos del estudio, teniendo en cuenta además que se trata de una 
prueba invasiva no exenta de complicaciones.228 Por esta razón, en la inclusión de 
controles en nuestro trabajo utilizamos la normalidad clínica, analítica y ecográfica 
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como criterio de inclusión en dicho grupo de controles con consumo de alcohol 
similar al de los pacientes con cirrosis hepática. Este esquema ha sido utilizado 
previamente en otros estudios,229-230 además de cumplir con lo especificado en las 
guías clínicas, las cuales recomiendan realizar una biopsia hepática solamente en 
aquellos casos de sospecha de hepatopatía grave secundaria al consumo de alcohol, en 
los que el resultado de la biopsia cambiaría la actitud terapéutica a seguir o bien en 
aquellos casos en los que se plantea un ensayo clínico con el objetivo de desarrollar 
nuevos tratamientos.227 Por otro lado, existen numerosos estudios que muestran la 
buena correlación entre los procedimientos y marcadores realizados de manera no 
invasiva frente los hallazgos histopatológicos en la biopsia hepática. Como principal 
limitación en nuestro trabajo destaca que no se realizó elastografía, actualmente 
considerada como la técnica estándar para la valoración de forma no invasiva la 
presencia de daño hepático, principalmente dado que los casos y controles se 
recogieron durante un periodo prolongado de tiempo y muchos de ellos antes de que 
esta técnica estuviera accesible. 231-235 
 
En lo que respecta a la asociación de las variantes genéticas analizadas con el 
desarrollo o ausencia de alcoholismo sí que se han reclutado a pacientes sanos como 
controles siendo en esta parte del estudio todos los casos alcohólicos. Además, estos 
controles sanos son necesarios para verificar que se cumple el equilibrio de Hardy-
Weinberg, ya que cualquier patología presente, incluido el consumo excesivo de 
alcohol, pueden alterar el mismo.  
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Obtención y procesamiento de las muestras  
 
Una correcta obtención y procesamiento posterior de la muestra es imprescindible 
para obtener unos resultados precisos y válidos. Incluso manteniendo este tipo de 
precauciones, se calcula que el porcentaje de error en los estudios de genotipado se 
sitúa entre el 1 y el 3%.236-237 En nuestro trabajo, y según se ha detallado en el 
apartado de material y métodos, hemos aplicado un estricto protocolo de 
procesamiento de las muestras de sangre periférica hasta obtener el ADN, con el fin 
de evitar la alteración o contaminación de las muestras. Por otro lado, y en relación al 
proceso de genotipado, para evitar errores se realizó un control de la calidad 
metodológica mediante la aplicación de normas ya protocolizadas en trabajos 
previos,238-239 como fueron la duplicación de las muestras en diferentes placas, la 
utilización de pocillos vacíos de control así como la confirmación de la coherencia de 
los resultados mediante el cotejo de resultados de diferentes placas entre sí. 
 
Igualmente, y para tratar de minimizar los posibles sesgos, utilizamos placas mixtas 
con muestras tanto de casos como de controles en cada análisis. Además, repetimos el 
genotipado de todas aquellas muestras que no alcanzasen un grado de discriminación 
satisfactorio en el primer análisis.224 Se comprobó el cumplimiento del equilibrio de 
Hardy-Weinberg en todos los polimorfismos que estudiamos, así como se verificó la 
similitud de las frecuencias alélicas que obtuvimos de los controles con las descritas 
en poblaciones similares en estudios previos. Todo ello con el objetivo de confirmar 
la correcta determinación del genotipo de los individuos incluidos en nuestro 
trabajo.240   
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Por último, destacar que a lo largo de nuestro proceso de genotipado un porcentaje 
inferior al 5% de pocillos de control fueron contaminados, porcentaje de muestras 
similar al que fue necesario la repetición del genotipado.224 Es por esto, que creemos 
que se puede considerar que nuestro trabajo cumple de manera razonada la ausencia 
de sesgos de genotipado, al menos en un porcentaje que pudiera alterar la validez de 
nuestros resultados de manera significativa.241 
Asociación funcional polimorfismo-enfermedad en la hepatopatía alcohólica 
A la hora de aceptar la existencia de una relación causal entre en un polimorfismo y 
una determinada patología, una de las condiciones a comprobar es que cumpla la 
plausibilidad biológica. De esta manera, es necesario que el polimorfismo estudiado 
provoque una alteración de la proteína codificada por el gen en cuestión y que esa 
proteína esté implicada en patogenia de la enfermedad.217,219 Sin embargo, el hecho de 
conocer con exactitud el papel de una determinada proteína en una enfermedad no es 
fácil.  
 
Como ocurre en nuestro trabajo, la ausencia aparente de relación entre un 
determinado polimorfismo y una enfermedad tras un resultado estadísticamente no 
significativo puede ser debido a un resultado real (verdadero negativo), o bien ser un 
resultado falso negativo como consecuencia de un sesgo o una baja potencia 
estadística. El verdadero negativo, o ausencia de relación genotipo-fenotipo, puede ser 
consecuencia de una falta de relevancia funcional del polimorfismo estudiado o bien 
que la proteína en cuestión sí que esté involucrada en la patogenia de la enfermedad, 
pero quizás de una manera no lo suficientemente importante para que modifique de 
manera significativa el riesgo de desarrollarla. Tampoco se conocen habitualmente las 
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diferentes interacciones que pueden darse entre genes o incluso la influencia de los 
diferentes factores epigenéticos que pueden alterar la expresión y regulación de los 
mismos.242-243 En cualquiera de los casos, la no asociación entre una variante genética 
específica y una patología, no implica la inexistencia de dicha asociación entre el gen 
y la enfermedad estudiada, dado que cada gen puede presentar varios polimorfismos 
diferentes. 
La implicación de diferentes proteínas en la patogenia de la enfermedad hepática 
alcohólica se ha demostrado en numerosos estudios a partir de datos experimentales. 
Sin embargo, aún se desconocen muchos de los mecanismos causales de esta 
enfermedad así como la relación exacta de estas proteínas con el alcance de la 
enfermedad. Esto hace que la interpretación funcional de cualquier estudio genético 
de asociación se dificulte por la existencia habitual de datos contradictorios que 
impiden conocer la funcionalidad de los polimorfismos con exactitud. Estas 
diferencias se explican en parte por los diferentes métodos utilizados para valorar el 
efecto de las variantes genéticas así como las posibles discrepancias entre los 
resultados encontrados en estudio in vitro y la funcionalidad real de estos 
polimorfismos en el paciente real.244 No existen, hasta el mejor de nuestro 
conocimiento, estudios previos que analicen de manera específica la funcionalidad de 








No se ha establecido un criterio unificado sobre el modelo ideal para el análisis 
estadístico de los estudios basados en la asociación genética. De manera habitual, 
estos análisis se basan inicialmente en relacionar de manera directa una determinada 
variante con el desarrollo de una enfermedad, lo que impide tener en cuenta otros 
factores extrínsecos, la implicación de otros factores genéticos o la epigenética que 
puede estar implicada en este proceso.243,245 Esta limitación se intenta solventar 
mediante distintas técnicas estadísticas que permiten valorar interacciones o factores 
de confusión. En lo referente a la investigación del potencial papel de las rho-quinasas 
en la respuesta inflamatoria ligada al daño hepático producido por el consumo de 
alcohol, ésta se encuentran aún en fases iniciales, lo que supone un problema añadido 
a la hora de plantear posibles interacciones. 
Ajuste del valor de P 
La necesidad o no de utilizar un valor de P ajustado por comparaciones múltiples es 
otro de los puntos debatidos y a tener en cuenta en este tipo de estudios. En nuestro 
trabajo, no hemos realizado dicha corrección debido a que los polimorfismos 
estudiados están potencialmente asociados con la respuesta inflamatoria inducida por 
el alcohol, lo que aumenta la probabilidad a priori de su asociación con el 
alcoholismo o la EHA. De esta manera, y como se ha demostrado en estudios 
previos,246-247 se reduce el riesgo de falsos negativos. Además, en nuestro caso, la 
plausibilidad biológica e integración de los diferentes resultados son los que nos 
darían la validez y plausibilidad de la asociación obtenida, todo ello dentro del 
enfoque bayesiano de un estudio exploratorio como el que presentamos en este 
trabajo.248  
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Por último, el uso combinado de las tablas 3x2 de genotipos y 2x2 de frecuencias y 
presencias alélicas reduce de manera importante el posible error tipo β del trabajo, 
aumentando por tanto su potencia sin un claro ascenso del error tipo α.149 
Para justificar esta plausibilidad biológica y como ya hemos explicado previamente in 
extenso, las rho-quinasas no solo se han descrito como proteínas con una implicación 
activa en la organización del citoesqueleto de las células, con gran importancia en la 
contracción celular y los mecanismos de apoptosis, sino que también su estudio 
posterior las ha asociado a diferentes enfermedades cardiovasculares, autoinmunes y 
procesos fisiológicos ligados a la inflamación.  
 
Hasta el mejor de nuestro conocimiento, no se ha analizado hasta el momento la 
asociación entre los polimorfismos de las rho-quinasas de nuestro trabajo con 
trastornos inducidos por el consumo de alcohol. Es por ello que, tras una descripción 
de nuestros resultados, realizaremos un análisis de la implicación de dichos 
polimorfismos con otras patologías. 
 
Polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1 
El análisis de distribución genotípica no mostró diferencias respecto a la distribución 
de los genotipos o los alelos al comparar los grupos de pacientes con alcoholismo y 
los controles ni entre los pacientes que desarrollaron una cirrosis hepática alcohólica o 
hepatitis alcohólica. Sin embargo, sí que encontramos diferencias, en el límite de la 
significación estadística (P = 0,05), entre los pacientes con consumo excesivo de 
alcohol que desarrollaron EHA y los pacientes alcohólicos sin hepatopatía. Estas 
diferencias no se reprodujeron en el análisis de presencia alélica o de frecuencias 
alélicas.  
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Al analizar la posible relación entre los diferentes genotipos de este polimorfismo y la 
expresión de ROCK1, tal y como describimos en el apartado de resultados respecto a 
la muestra global, no encontramos ningún tipo de asociación entre los diferentes 
genotipos de este polimorfismo. Sin embargo, al agrupar los portadores del alelo T 
(GT + TT) y compararlos con aquellos portadores del genotipo GG, analizando sus 
diferencias, sí que conseguimos encontrar diferencias estadísticamente significativas. 
De esta manera, podemos afirmar que en nuestro trabajo, los portadores del alelo T 
(en el que combinamos los genotipos GT y TT ) tendrían una expresión casi tres veces 
superior de ROCK1 respecto a los portadores del genotipo GG (8,18 frente a 3,04). Al 
restringir el análisis a los casos, encontramos que los pacientes con intoxicación 
alcohólica presentan también diferencias significativas en la expresión del 
polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1 al agrupar los portadores del alelo T (GT + 
TT) frente a  aquellos portadores del genotipo GG, con un aumento de la expresión 
hasta 4 veces mayor respectivamente (13,18 frente a 3,92). Este hecho refleja una 
potencial mayor expresión de esta enzima en paciente portadores de este alelo T, lo 
que podría suponer una mayor respuesta inflamatoria tras el consumo de alcohol y, 
como hipótesis, un riesgo mayor de desarrollar hepatopatía de origen alcohólico. En 
nuestra revisión de la literatura, no existen trabajos en este aspecto con los que 
comparar nuestros resultados. En el caso de los controles, no se encontraron 
resultados estadísticamente significativos al analizar la expresión de ROCK1 en los 





Al no encontrar trabajos en la literatura con el mismo objetivo y, por tanto, con los 
que comparar directamente nuestros resultados, hemos revisado diferentes estudios 
para intentar relacionar nuestros hallazgos con la activación de la vía inflamatoria a 
otros niveles. Así, y como se ha comentado previamente, este polimorfismo de la 
isoforma ROCK1 ha sido estudiado por varios autores. Así hablamos cómo Pehlivan 
et al,128 demostraron la asociación del alelo mayor (T) con el desarrollo de esclerosis 
sistémica a través de la activación de la vía de las rho-quinasas por la endotelina-1, lo 
que conllevaba una activación inflamatoria y precursora de fibrosis.  
Por otro lado, Zhao et al131 consiguieron relacionar la posesión del alelo G (genotipos 
GG y GT) de este polimorfismo con el desarrollo de cáncer renal de células claras y 
Liu et al,132 asociaron la posesión del alelo T con un menor riesgo de recidiva del 
cáncer de próstata. El alelo T, en el caso del cáncer, sería protector en los estudios 
mencionados. En ambos casos la población para estudio fue de origen chino.  
Otros estudios han seguido esta línea de asociación entre este polimorfismo y el 
desarrollo de cáncer aunque con resultados controvertidos. Sari et al,249 encontraron 
una asociación positiva y significativa entre su posesión y el riesgo de desarrollo de 
cáncer colorrectal. Más concretamente, la posesión del alelo T (genotipos TT y TG) 
se asoció a dicho incremento del riesgo. 
 En el caso de Zucchini et al,250 establecieron mediante un estudio de casos-controles 
cómo la variación alélica G se encontró con mayor frecuencia en varones, 
estableciendo una posible asociación entre las variaciones genéticas polimórficas 
entre nuestro polimorfismo y el cáncer colorrectal (en concreto, con el genotipo GT).   
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En ambos estudios, como hemos explicado, este posible aumento del riesgo en la 
incidencia de tumoral se vería explicada por participación de las rho-quinasas en el 
proceso de la angiogénesis y la migración de las células tumorales. 
Por último, en el caso de Oguz et al,130 ya comentamos cómo consiguieron implicar a 
diferentes polimorfismos de las rho-quinasas con un mayor riesgo de padecer 
enfermedad de Beçhet, siguiendo el papel de la regulación de estas proteínas en la 
activación macrofágica y la síntesis del óxido nítrico endotelial, entre otros 
mecanismos. Si bien en el caso concreto del polimorfismo rs35996865, a diferencia 
de los resultados descritos por Pehlivan et al128 en la esclerosis sistémica, no 
encontraron diferencias estadísticamente significativas. 
Como hemos descrito previamente, no existen en la literatura trabajos con los que 
comparar la relación del polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1 con la EHA o con 
otras alteraciones inducidas por alcohol, sin embargo, sí que parece (sobre todo los 
portadores del alelo T, al igual que en nuestro trabajo), que pueden asociarse con 
fenómenos inflamatorios como ocurre en la esclerosis sistémica e incluso en la 
enfermedad de Beçhet. En todo caso, en nuestro estudio este polimorfismo no  
alcanzó la significación estadística. 
Sí que parece asociarse con más fuerza la posesión de este polimorfismo con el 
desarrollo de ciertos tipos de cáncer, aunque el alelo concreto asociado con el tumor 
depende de la población estudiada y del tipo de cáncer, siendo necesarios estudios de 
mayor tamaño para obtener mejores conclusiones. En todo caso, podemos plantear la 
hipótesis de que este polimorfismo tenga más importancia en las vías de angiogénesis 
y la migración de las células tumorales que influyen en el desarrollo del cáncer, sin 
poder descartar por completo su papel en la vía inflamatoria en diferentes niveles y 
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enfermedades. 
Por último, otros estudios han relacionado la posesión del alelo T del polimorfismo 
rs35996865 del gen ROCK1 con el riesgo de desarrollar síndrome metabólico (Tabur 
et al81) o con un mayor riesgo de desarrollar síndrome de distrés respiratorio en 
neonatos prematuros (Kaya et al129). Este último sí puede plantear una relación con 
nuestro trabajo en cuanto que el desarrollo de distrés respiratorio implica 
habitualmente una mayor inflamación pulmonar. 
Como hemos comentado, en nuestro trabajo, y debido a la ausencia de estudios que 
hayan estudiado nuestro polimorfismo y la EHA, no podemos extrapolar ni comparar 
nuestros resultados. Sin embargo, y dado lo anteriormente expuesto, sí que parece que 
el alelo T se puede relacionar, al igual que en nuestra investigación, y como probable 











Polimorfismos rs2230774 y rs978906 del gen ROCK2. 
Como se ha mencionado, la isoforma ROCK2 de las rho-quinasas parece expresarse 
en mayor medida en las células vasculares y miocardiocitos. En nuestro 
conocimiento, existen todavía pocos estudios que hayan probado una relación 
existente entre polimorfismos de este gen y enfermedad.  Más concretamente, no 
encontramos estudios que hayan relacionado el polimorfismo rs2230774 o el 
rs978906 del gen ROCK2 con la hepatopatía alcohólica u otras patologías 
relacionadas con etanol. En nuestro trabajo, no hemos encontrado diferencias 
significativas en ninguna de las comparaciones realizadas y por tanto no podemos 
establecer relación entre la distribución de estos polimorfismos en el grupo de 
pacientes con alcoholismo y controles o entre los que desarrollan hepatopatía o no 
dentro del grupo de alcohólicos. Tampoco hemos encontrado resultados significativos 
en el análisis global de la muestra ni en el análisis específico de los casos entre la 
expresión de ROCK2 y los diferentes genotipos de los tres polimorfismos estudiados.  
 
En la revisión de publicaciones y trabajos realizados con el polimorfismo rs2230774 , 
hemos encontrado estudios que asocian la presencia del alelo C y el  genotipo CC al 
síndrome metabólico.81 Como se ha comentado previamente, parece que la activación 
de la vía de las rho-quinasas induciría un estado pro-inflamatorio, reduciendo el 
transporte de glucosa y aumentado la resistencia a la insulina. Kalender et al,251 
demostraron cómo la presencia de homocigosis en el polimorfismo Thr431Asn del 
ROCK2 en una población turca, podría ser un factor de riesgo para el desarrollo de 
metástasis óseas, pulmonares y hepáticas en el cáncer de mama.  
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Por otro lado, Seasholtz et al,252 demostraron que el alelo T del polimorfismo  
rs2230774 de la ROCK2 predice un aumento de la resistencia vascular y la tensión 
arterial en respuesta al sistema renina-angiotensina en gemelos caucásicos, mientras 
que Pandey et al,135 demostraron que el genotipo TT se encontraba asociado a la 
hipertensión esencial en grandes altitudes. Sin embargo otros estudios, principalmente 
en población china, no han conseguido demostrar esta asociación entre dicho 
polimorfismo y la hipertensión arterial.253 
Para finalizar, comentar que otros estudios han intentado relacionar el polimorfismo 
rs2230774 con un mayor riesgo de padecer ictus isquémico139 o enfermedad de 
Beçhet,83 así como una mayor probabilidad de desarrollar glaucoma de ángulo abierto 
primario, retinopatía diabética, cáncer colorrectal o linfoma de las células del manto, 
entre otras enfermedades sin éxito.140, 249, 254, 255 
En la revisión de trabajos realizados respecto al polimorfismo rs978906, hemos 
comentado con anterioridad el trabajo de Liao et al,133 llevado a cabo en población 
china, demostrando una mayor actividad de la ROCK2 en pacientes portadores de este 
polimorfismo, con un aumento de la rigidez arterial carotídea en paciente portadores 
del alelo T. En el caso del trabajo de Yang et al,134 la mediación de la ROCK2 en la 
respuesta inflamatoria sería causa de disfunción endotelial y activación plaquetaria, lo 
cual explicaría cómo en el análisis de más de 2000 pacientes de origen chino, la 
posesión del alelo T de nuestro polimorfismo se asoció a un riesgo mayor de ictus 




Por otro lado, y como hemos comentado previamente, Pandey et al,135 consiguieron 
asociar la posesión del genotipo GG de nuestro polimorfismo en una población india a 
un mayor riesgo de hipertensión esencial asociados a la altitud. Paradójicamente, 
trabajos realizados en población china por Liu et al,253 y en población coreana por 
Yoo et al,256 no encontraron relación entre nuestro polimorfismo y el riesgo de 
enfermedad cardiovascular o angina vasoespástica respectivamente, por lo que puede 
que exista un componente racial en la potencia de actuación de dicho  polimorfismo o 
bien que sean necesarios otros factores epigenéticos para obtener resultados 
significativos. 
 
Tanto en el caso del polimorfismo rs2230774 como en el presente del gen ROCK2, 
esta ausencia de resultados en la EHA contrasta con el polimorfismo rs35996865 del 
gen ROCK1, pudiendo ser explicado por esa mayor presencia de la ROCK1 en células 
relacionadas con la inmunidad, tanto a nivel hepático como cerebral, tal y como se ha 
explicado previamente y, sobre todo, con una menor presencia de la ROCK2 en estas 
situaciones. Por este mismo motivo se podrían explicar los estudios positivos 
encontrados con ambos polimorfismos de la ROCK2 en los casos relacionados con 
enfermedades cardiovasculares, síndrome metabólico, resistencia a la insulina, etc., 
dada su mayor presencia en miocardiocitos y células del músculo liso y endoteliales. 
La implicación de la actividad del gen ROCK2 en la contractibilidad del músculo liso 
así como por su participación en la cascada celular que ocurre cuando las células 
endoteliales están expuestas al estímulo inflamatorio, el aumento de la 
vasoconstricción así como la inhibición de la producción de óxido nítrico al inhibir la 
óxido nítrico sintetasa de las células endoteliales, sería la posible hipótesis que 
relacionarían la participación de los polimorfismos rs2230774 y rs978906 de este gen  
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con un aumento de la rigidez arterial y el riesgo de hipertensión esencial a grandes 
alturas o un mayor riesgo de ictus isquémico. Por otro lado, el estado proinflamatorio 
que producen, estaría ligado a una mayor resistencia a la insulina y la aparición de 
síndrome metabólico.  
 
Un punto en común a tener en cuenta entre estos dos polimorfismos y el polimorfismo 
rs35996865 del ROCK1 es su mayor implicación en el desarrollo de ciertos tipos de 
cáncer (e incluso, como ha sido relacionado en el polimorfismo rs2230774 del 
ROCK2, también con un mayor riesgo de metástasis en el cáncer de mama). Ello nos 
permite  generar la hipótesis de una mayor implicación de las rho-quinasas en las vías 
que influyen en el desarrollo del cáncer, teniendo en cuenta un papel aparentemente 
mayor de estos dos polimorfismos del gen ROCK2 en la vía inflamatoria implicada a 
nivel vascular. 
De manera resumida, elaboramos la siguiente tabla  sobre nuestros tres polimorfismos 
estudiados y su asociación o no con diferentes enfermedades: 
Tabla 23. Enfermedades relacionadas con el polimorfismo rs35996865 del gen 
ROCK1.  
 
Enfermedades relacionadas con el 
polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1 
Significación Referencia 
Esclerosis sistémica Sí Pehlivan et al.128 
Cáncer renal de células claras Sí Zhao et al.131 
Recidiva del cáncer de próstata Sí Liu et al.132 
Cáncer colorrectal Sí 
Sari et al,249 Zucchini et 
al.250 
Síndrome metabólico Sí Tabur et al.81 
Síndrome de distrés respiratorio en 
neonatos 
Sí Kaya et al.129 
Paladar hendido de carácter no sindrómico Sí Palmieri et al.257 
Enfermedad de Beçhet No Oguz et al.130 
Glaucoma de ángulo abierto primario No Demiryürek et al.140 
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Tabla 24. Enfermedades relacionadas con el polimorfismo rs2230774 del gen 
ROCK2. 
 
Enfermedades relacionadas con el 
polimorfismo rs2230774 del gen ROCK2 
Significación Referencia 
Síndrome metabólico Sí Tabur et al.81 
Enfermedad metastásica en cáncer de 
mama 
Sí Kalender et al.251 
Hipertensión arterial Sí Seasholtz et al.252 
Hipertensión arterial en grandes altitudes Sí Pandey et al.135 
Rigidez arterial Sí Liao et al.133 
Enfermedad renal crónica Sí Yoshida et al.258 
Edema pulmonar en grandes altitudes No Pandey et al.259 
Cáncer colorrectal No Sari et al.249 
Linfoma de las células del manto No Oguz et al.130 
Glaucoma de ángulo abierto primario No Demiryürek et al.140 
Preeclampsia No Peterson et al.260 
Angina vasoespástica No Yoo et al.256 
Defectos septales No Aksoy et al.261 
Esclerosis sistémica No Pehlivan et al.128 
Enfermedad de Beçhet No Oguz et al.130 
Síndrome de distrés respiratorio en 
neonatos 
No Kaya et al.129 
Vejiga hiperactiva No Gurocak et al.262 
Epilepsia generalizada idiopática No Yigiter et al.263 
Migraña No Uslu et al.264 
 
 
Tabla 25. Enfermedades relacionadas con el polimorfismo rs978906 del gen ROCK2.  
Enfermedades relacionadas con el 
polimorfismo rs978906 del gen ROCK2 
Significación Referencia 
Rigidez arterial Sí Liao et al.133 
Ictus isquémico Sí Yang et al.134 
Hipertensión arterial en grandes altitudes Sí Pandey et al.135 
Enfermedad cardiovascular No Liu et al.253 
Angina vasoespástica No Yoo et al.256 









1. El consumo agudo e intensivo de alcohol produce un aumento de la expresión 
en sangre del ARNm de ambas isoformas de las rho-quinasas, sobre todo en 
menores de 27 años y mujeres. 
2. El aumento de la expresión del ARNm de la isoforma ROCK1 tras el consumo 
intensivo de alcohol se correlaciona de forma estadísticamente significativa 
con la expresión de ARNm de IL1-β, Il-8 y TLR4. 
3. Existe un aumento de expresión del ARNm de la isoforma ROCK1 en las 
CMSP expuestas a etanol, LPS y, en mayor medida, en la exposición conjunta 
a etanol y LPS.  
4. Se constata un aumento de expresión del ARNm de la isoforma ROCK1 en 
astrocitos de ratón expuestos a etanol, pero no a LPS o a la combinación de 
ambas sustancias. 
5. No se ha encontrado una asociación clara entre los polimorfismos rs35996865 
del gen ROCK1, o rs2230774 y rs978906 del gen ROCK2 con la presencia de 
hepatopatía alcohólica o alcoholismo.  
6. La presencia del alelo T del polimorfismo rs35996865 del gen ROCK1 se 
asocia con una mayor expresión de ARNm de ROCK1 en la sangre de 
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Anexo I. Consentimiento informado. 
HOJA DE INFORMACIÓN A PACIENTES 
TÍTULO DEL PROYECTO: Estudio del perfil de expresión de ARN en sangre 
periférica tras la ingesta de etanol 
Nos dirigimos a usted para invitarle a participar en este estudio que se desarrolla en el 
Complejo Asistencial Universitario de Salamanca sobre la presencia de determinados 
micro ARN (un regulador de la expresión de determinados genes) en sangre tras el 
consumo de alcohol. El objetivo de este estudio, en líneas generales, es intentar 
analizar cómo el alcohol es capaz de inducir alteraciones en el sistema inmune tras el 
consumo de una cantidad importante del mismo. Poder avanzar en el conocimiento de 
estos aspectos resulta clave para mejorar el tratamiento de las complicaciones del 
consumo excesivo de alcohol. 
Tendrá la oportunidad de hablar con su médico para aclarar todas sus dudas, y, tanto 
si decide participar como no participar en el estudio, esto no afectaría en ningún modo 
a la calidad de sus cuidados médicos futuros. Si usted desea participar, se utilizará una 
pequeña cantidad de sangre de la que le ha sido extraída, que permitirá el 
almacenamiento de productos derivados (suero y ácido ribonucleico [ARN] y 
desoxirribonucleico [ADN]) con los que realizar estudios de investigación. 
Del suero y del ARN podremos estudiar la forma en que su organismo responde al 
consumo de alcohol, investigando sustancias o productos sanguíneos que puedan 
explicar el curso y desarrollo de las alteraciones que induce el etanol. La muestra de 
sangre para investigación se tomará de la que se la ha extraído de acuerdo al protocolo 
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habitual, por lo que no se producirán inconvenientes adicionales a su cuidado clínico 
habitual. 
Se le pide su consentimiento para que con las muestras extraída se realice: 
1. - Un almacenamiento de muestras (ARN, ADN y suero) por un tiempo indefinido, 
para que estén disponibles para la realización de estudios de investigación y conseguir 
un mejor conocimiento sobre su enfermedad. Si usted autoriza el almacenamiento de 
las muestras, éstas serán guardadas en parte en nuestro Hospital y en parte el 
Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca. En dichas muestras no 
constará ningún dato de identificación personal y no será posible llegar a conocer su 
identidad a partir de cada muestra. Cada una de las muestras recibirá un número y 
nunca el personal investigador que lleve a cabo el estudio analítico conocerá su 
identidad. 
2. – Análisis y estudios en dichas muestras que puedan aportar información sobre el 
efecto del consumo de alcohol. 
Su participación es voluntaria y usted es libre de solicitar la retirada de sus muestras 
en cualquier momento por cualquier motivo, sin tener que dar explicación y sin que 
repercuta negativamente sobre su tratamiento futuro. 
Los resultados de las investigaciones y análisis de sus muestras están sometidos a la 
confidencialidad que da cobertura a todo el estudio. Sus resultados junto con los del 
resto de participantes, supondrán una fuente valiosa de información que revertirá en 
un mejor conocimiento de la enfermedad, con la consiguiente mejora de forma 
indirecta del cuidado. Sin embargo, los datos obtenidos de las muestras no le serán 
comunicados ni a usted ni a su médico, excepto en el caso de que los hallazgos tengan 
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implicación significativa en la salud de los participantes y exista una posibilidad real 
de mejora de su condición de salud. Los resultados serán analizados por grupos de 
investigadores y expertos. 
Los resultados de los análisis realizados podrán ser comunicados en reuniones 
científicas, congresos médicos o publicaciones científicas, manteniéndose la 
confidencialidad y no pudiendo ser identificados los pacientes. 
No dude en recabar más información o en hablar con su médico para aclarar cualquier 
duda, tanto al inicio del estudio como en cualquier momento a lo largo del mismo.     
 












HOJA DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO 
Yo, 
con DNI nº 
Declaro que: 
1. He leído la hoja de información que me ha sido entregada. 
2. He podido hacer preguntas sobre la obtención de sangre, almacenamiento y 
análisis de las muestras. 
3. He hablado y he aclarado las dudas con el Dr. 
……………………………………………………………… 
4. Comprendo que mi participación es voluntaria. 
5. Comprendo que puedo solicitar la destrucción de mis muestras en cualquier 
momento sin que esto repercuta en mis cuidados médicos futuros. 
6. Presto libremente mi conformidad para que se realice la obtención de las muestras, 
y lo estipulado en el punto 1 y 2 de la Hoja de Información. 
 
Fecha  
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Figura 1. Consumo total de alcohol per capita en mayores de 15 años.  
Figura 2. Consumo habitual, tipo binge y HED entre personas de 12 o más años en 
EEUU durante el año 2014.  
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Figura 4. Efecto citotóxico del metabolismo del alcohol. 
Figura 5. Mecanismos de muerte celular e inflamación hepática. 
Figura 6. Dominios funcionales de las proteínas humanas ROCK1 (NP_005397.1) y 
ROCK2 (NP_005397.1).  
Figura 7. Modos de activación de las rho-quinasas. 
Figura 8. Señalización celular en la activación del NF-B (Modelo simplificado).  
Figura 9. Separación por gradientes de densidad.   
Figura 10. Cámara de recuento Neubauer® Marienfeld-SuperiorTM 2017. 
Figura 11. Retículas de una cámara de Neubauer. 
Figura 12. Cámara incubadora de Billups-Rothenberg.  
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Figura 15. Esquema de las condiciones de la PCR a tiempo real para el genotipado de 
los polimorfismos.  
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Figura 16. Representación gráfica de la discriminación alélica del polimorfismo 
rs35996865 (T>G) del gen ROCK1. 
Figura 17. Representación gráfica de la discriminación alélica del polimorfismo 
rs2230774 (G>T) del gen ROCK2. 
Figura 18. Representación gráfica de la discriminación alélica del polimorfismo 
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Figura 19. Expresión relativa de ROCK1 y ROCK2 en sangre periférica de pacientes 
con intoxicación alcohólica aguda y controles. 
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Figura 22. Correlación entre la expresión de ROCK1 y la alcoholemia (g/L); casos.  
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excluyendo valor outlier.  
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global. 
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global excluyendo el valor outlier.  
Figura 26. Expresión de ROCK1 en células PBMC de controles sanos intoxicadas 
con etanol “in vitro”.  
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Figura 27. Expresión de ROCK1 en astrocitos de ratón expuestos a etanol.  
Figura 28. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de los genotipos en 
el polimorfismo ROCK1 (rs35996865).  
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Figura 31. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de la presencia 
alélica del polimorfismo ROCK1 (rs35996865).  
Figura 32. Expresión relativa de los genotipos en el polimorfismo ROCK1 
(rs35996865) limitado a los casos de la muestra global.  
Figura 33. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de la presencia 
alélica del polimorfismo ROCK1 (rs35996865). 
Figura 34. Correlación entre la expresión de ROCK2 y la IL1- β; muestra global.  
Figura 35. Correlación entre la expresión de ROCK2 y la IL-8; muestra global.  
Figura 36. Expresión de ROCK1 en CMSP de controles sanos intoxicadas con etanol 
in vitro.  
Figura 37. Expresión de ROCK1 en astrocitos de ratón expuestos a etanol.  
Figura 38. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de los genotipos en 
el polimorfismo ROCK1 (rs35996865).  
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Figura 39. Expresión relativa del ARNm de ROCK2 en función de los genotipos en 
el polimorfismo ROCK2 (rs2230774).  
Figura 40. Expresión relativa del ARNm de ROCK2 en función de los genotipos en 
el polimorfismo ROCK2 (rs978906). 
Figura 41. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de la presencia 
alélica del polimorfismo ROCK1 (rs35996865) en la muestra global. 
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(rs35996865) limitado a los casos de la muestra global.  
Figura 43. Expresión relativa del ARNm de ROCK1 en función de la presencia 












Anexo III. Listado de tablas. 
Tabla 1. Criterios de inclusión y exclusión para casos y controles. 
Tabla 2. Cuestionario entregado a los participantes en el estudio. 
Tabla 3. Reactivos empleados para la realización de la transcripción inversa. 
Tabla 4. Condiciones de la qPCR de las dos isoformas de la proteína ROCK (ROCK1 
y ROCK2).  
Tabla 5. Condiciones de la qPCR para el análisis de expresión del ARNm de la 
ACTB. 
Tabla 6. Condiciones empleadas para el estudio del polimorfismo rs35996865 (T>G) 
del gen ROCK1. 
Tabla 7. Condiciones empleadas para el estudio del polimorfismo rs2230774 (G>T) 
del gen ROCK2. 
Tabla 8. Condiciones empleadas para el estudio del polimorfismo rs978906 (T>C) 
del gen ROCK2. 
Tabla 9. Características clínicas de los casos con intoxicación alcohólica aguda y de 
los controles. 
Tabla 10. Patrón de consumo de alcohol de los casos con intoxicación alcohólica 
aguda y de los controles. 
Tabla 11. Correlaciones entre ROCK1/ROCK2 y TLRs. 
Tabla 12. Correlaciones entre ROCK1/ROCK2 y citoquinas inflamatorias. 
 
207  
Tabla 13. Correlaciones entre ROCK1/ROCK2 y citoquinas inflamatorias sin el 
valor outlier.  
Tabla 14. Distribución de los genotipos del polimorfismo rs35996865 del gen 
ROCK1. 
Tabla 15. Distribución y presencia alélica del polimorfismo rs35996865 del gen 
ROCK1. 
Tabla 16. Distribución de los genotipos del polimorfismo rs2230774 del gen ROCK2. 
Tabla 17. Distribución y presencia alélica del polimorfismo rs2230774 del gen 
ROCK2. 
Tabla 18. Distribución de los genotipos del polimorfismo rs978906 del gen ROCK2. 
Tabla 19. Distribución y presencia alélica del polimorfismo rs978906 del gen 
ROCK2. 
Tabla 20. Expresión relativa de ARNm de ROCK1 y ROCK2 en función de los 
diferentes genotipos los diferentes genotipos de los polimorfismos ROCK1 
(rs35996865) y ROCK2 (rs2230774 y rs 978906) y respectivamente, en la muestra 
global.  
Tabla 21. Expresión relativa de ARNm de ROCK1 y ROCK2 en función de los 
diferentes genotipos los diferentes genotipos de los polimorfismos ROCK1 
(rs35996865) y ROCK2 (rs2230774 y rs 978906) y respectivamente, en la muestra 
agrupada por casos.  
Tabla 22. Expresión relativa de los diferentes genotipos de los polimorfismos 
ROCK1 (rs35996865) y ROCK2 (rs2230774 y rs978906), controles.  
208  
Tabla 23. Enfermedades relacionadas con el polimorfismo rs35996865 del gen 
ROCK1.  
Tabla 24. Enfermedades relacionadas con el polimorfismo rs2230774 del gen 
ROCK2.  
Tabla 25. Enfermedades relacionadas con el polimorfismo rs978906 del gen ROCK2.  
 
 
